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RÉSUMÉ
La sénescence cellulaire intervient rapidement lors du processus de tumorigenèse
afin de prévenir la prolifération de cellules potentiellement malignes. Pour être efficace,
cette réponse doit pouvoir être déclenchée par différents oncogènes et résister à
l’inactivation accidentelle de certaines de ses composantes. La redondance des voies reliant
les oncogènes aux suppresseurs tumoraux qui exécutent la sénescence permet d’assurer sa
fonction en cas de défaillance partielle.
Afin d’élucider les mécanismes de suppression tumorale lors de la sénescence, nous
avons étudié l’impact de l’expression de différents oncogènes dans des cellules normales.
Tout d’abord, nous avons utilisé les oncoprotéines E6 et E7 pour inactiver p53 et Rb
séparément afin de déterminer leur importance relative lors de la sénescence induite par
PML. Bien que PML active p53, la sénescence induite par PML dépend plutôt de Rb. Par la
suite, nous avons établi un nouveau modèle de sénescence chez les cellules normales
exprimant une forme constitutivement activée de STAT5A, dont l’activation fut déjà reliée
à différents cancers. STAT5A et B sont des facteurs de transcription activés par de
nombreuses cytokines et qui régulent le cycle cellulaire, la prolifération, l’apoptose et la
différenciation de plusieurs tissus. Grâce à un mutant constitutivement activé de $TAT5A,
il fut possible de démontrer que STAT5 stimule la voie de Rb en diminuant les niveaux de
CDK4 et engage la voie de p53 via l’induction de PML et par l’activation de la voie de
réponse au dommage à l’ADN. L’inactivation génétique de Rb, p53, PML ou ATM
individuellement n’élimine pas la sénescence induite par STAT5. Toutefois, la sénescence
peut être contournée par la combinaison de traitements inactivant simultanément les voies
de p53 et Rb. De plus, la suppression de la voie de réponse au dommage à l’ADN par
déplétion d’ATM en coopération avec l’inactivation de Rb bloque les sénescences induites
par Ras et STAT5.
Rassemblées, ces données supportent l’hypothèse que la sénescence cellulaire
empêche l’expansion de cellules exprimant un oncogène activé. Nos résultats relient
iv
également fa voie de réponse au dommage à l’ADN à la sénescence induite par les
oncogènes. Nous suggérons également que la sénescence forme un réseau complexe de
suppresseurs tumoraux pouvant être activé par différents oncogènes et permettant une
suppression tumorale efficace malgré la défaillance de certaines de ses composantes.
Mots-clés Oncogène, sénescence, p53, Rb, PML, STAT5, Ras, suppression tumorale,
cancer, dommage à l’ADN.
VABSTRACT
Cellular senescence acts earÏy in the tumorigenic process to prevent the expansion
of potentially malignant ceils. To be successful, this response must be accessible to
multiple oncogenic signais and resist the accidentai inactivation of its individual
components. In theory, this could be achieved when several redundant components connect
oncogenes to the tumor suppressors that execute the senescence program.
To better understand the tumor suppressor mechanisms underlying the senescence
response, we studied the impact of different oncogenes in normal celis. f irst, we used the
virai oncoproteins E6 and E7 to inactivate the p53 and Rb pathways separately to determine
their relative importance during PML-induced senescence. Altougli the fact that PML
activates p53 during senescence, PML-induced senescence rely mostly on the Rb pathway.
To elucidate the nature of the sensor of the oncogenic stress during the senescence
program, we first established a novel model of oncogene-induced senescence in normal
celis expressing an activated allele of STAT5A, which has been linked to several human
malignancies. STAT5A and B are transcription factors activated by several cytokines and
regulate the celi cycle, growth, death and differentiation in multiple tissues. Using a
constitutive aliele of STAT5A, we demonstrated that activation of STAT5 engaged the Rb
pathway by downregulation of CDK4 and the p53 pathway by a variety of mechanisms that
included the induction of PML and DNA damage signaiing. Genetic changes leading to
inactivation of the Rb, p53, PML or ATM pathways individually did flot eliminate the
senescence response to activated STAT5. However, senescence was bypassed by
combining a treatment that inactivates both the Rb and the p53 pathways. Interestingly,
suppressing DNA damage signaling by depletion of ATM with Rb inactivation successfuliy
bypassed both STAT5- and Ras-induced senescence.
Together, our findings lend further support to the idea that cellular senescence
prevents the expansion of cells bearing activated oncogenes. Our results link DNA damage
signaling to oncogene-induced senescence. We also suggest that the senescence response
vi
evolved as a complex tumor suppressor network that can be activated by multiple
oncogenic pathways and that ensures tumor suppression despite the inactivation of some of
its components.
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AVAN T-PROPOS
Les maladies représentent le fondement de la recherche scientifique et pour les
esprits contemporains, on ne peut évoquer la maladie sans accorder au cancer une place de
choix. Il représente pour notre époque ce que fut la lèpre au XVe siècle et la tuberculose
pour le xxe siècle : un mal opprimant témoignant de notre impuissance à maîtriser la
maladie et la mort. C’est ainsi qu’à chaque époque, l’humanité investit tous ses efforts dans
le combat acharné contre ces maladies.
Le cancer n’est toutefois pas un mal récent puisque Hippocrate en faisait déjà une
description précise plus de 400 ans avant 1.-C. Il utilisa les termes grecs «carcinos» et
«carcinoma» pour désigner une tumeur dure, non inflammatoire, avec tendance à la
récidive et à la généralisation, conduisant le patient atteint à une issue fatale [1]. Par la
suite, Galien (129,131-201 après J.-C.) introduisit le terme grec «oncos» pour définir une
bosse ou une tumeur d’allure maligne. Ce terme explique l’étymologie de nombreux termes
reliés au cancer utilisés aujourd’hui dont oncologie et oncogène. L’image moderne du
cancer apparaît cependant au début du xxe siècle où les recherches s’orientent sur le noyau
cellulaire.
Récemment, le cancer ravissait aux maladies cardio-vasculaires la peu fameuse
première place des causes de décès au Québec. On estime qu’en 2007, au Québec, il y aura
41 000 nouveaux cas de cancer (159 900 au Canada) et 19 500 décès (72 700 au Canada)
dus à cette maladie [2]. En plus de son impact sur la santé, le cancer représente un enjeu
économique important. On évalue que le cancer coûtera aux Québécois, au cours des 25
prochaines années, plus de 210 milliards $ en soins de santé, en assurances salaire et
invalidité ainsi qu’en baisse de productivité dans les entreprises [3].
Le cancer ne dévoilera ses secrets que sous les assauts concertés des médecins et
des groupes de recherche du domaine biomédical. Il devient donc impératif d’accentuer la
recherche afin de permettre l’éradication du cancer et l’amélioration de la qualité de vie des
personnes atteintes par cette maladie.
2L’étude des mécanismes cellulaires déployés afin de contrer la transformation
maligne est alors un aspect important permettant la compréhension de la genèse du cancer.
La présente thèse traitera donc de la sénescence déclenchée en réponse à une activité
oncogénique ainsi que de mécanismes moléculaires impliqués lors de ce programme.
3INTRODUCTION
1. Transformation cellulaire et cancer
Une révolution est survenue dans le domaine de la recherche contre le cancer
lorsqu’il fut réalisé que le cancer est en fait une maladie génétique. Durant la dernière
décennie, de nombreux gènes, et leurs mutations, impliqués dans l’établissement du cancer
furent identifiés. L’altération de trois types de gènes, soit les oncogènes, les suppresseurs
tumoraux et les gènes de stabilité, est responsable de la tumorigenèse. Contrairement à des
maladies comme la dystrophie musculaire et la fibrose kystique qui sont causées par la
mutation d’un gène unique, le cancer survient suite à la défectuosité de plusieurs gènes. Il
est alors pertinent de considérer les gènes mutés associés au cancer comme des gènes
contribuant à la maladie plutôt que causant le cancer.
La mutation d’un oncogène, comme Myc, Ras, BRAF ou Jak2, lui confère une
activité constitutive et non-régulée. L’apparition d’une telle mutation accorde un avantage
prolifératif à la cellule. Les gènes de suppression tumorale sont, quant à eux, régulés de
façon inverse puisque leur mutation réduit l’activité du gène. L’altération de la fonction des
suppresseurs tumoraux peut survenir par l’apparition de mutations non-sens, de délétions
ou d’insertions ainsi que par des changements épigénétiques. La mutation d’un suppresseur
tumoral, p53 ou Rb par exemple, cause la perte de la régulation de la croissance cellulaire.
La mutation des oncogènes et des suppresseurs tumoraux participe de façon analogue à la
formation de tumeurs en augmentant le nombre de cellules tumorales via la stimulation de
la croissance et l’inhibition de la mort cellulaire ou de l’arrêt du cycle cellulaire. La
troisième classe de gènes associés au cancer, dénommés gènes de stabilité, stimule toutefois
la tumorigenèse d’une toute autre façon. Les gènes de stabilité regroupent les gènes
impliqués dans le maintien de l’intégrité génomique en permettant la reconnaissance et la
réparation de l’ADN comme A TM, NB$1 ou BRCA]/2. Les gènes de stabilité permettent de
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d’altérations génétiques pouvant ainsi affecter les oncogènes et suppresseurs tumoraux [4].
Les mutations de ces trois classes de gènes peuvent provenir des cellules
germinales, résultant ainsi en syndrome héréditaire de prédisposition au cancer, ou survenir
de façon sporadique dans les cellules somatiques.
1.1 Le chemin menant à la transformation
La transformation cellulaire est un processus progressif nécessitant plusieurs
changements génétiques ou épigénétiques. L’utilisation de modèles in vitro de
transformation cellulaire de cellules humaines et de souris suggère qu’un nombre défini de
modifications génétiques coopèrent afin d’atteindre un état malin. Chez les cellules de
souris, l’introduction de paires d’oncogènes, telles E1A et Ras ou Myc et Ras, est suffisante
à la transformation [5, 6]. La perte d’expression ou de fonction de p53 facilite toutefois la
transformation par ces paires d’oncogènes chez la souris [7, 8]. Ces données suggèrent que
peu d’altérations sont requises à la transformation de cellules de souris.En fait, la
perturbation des voies de p53 et Raf semble suffisante à la conversion tumorigénique de ces
cellules [9].
Toutefois, la transformation des cellules humaines nécessite des modifications
additionnelles puisque l’expression de Myc et Ras n’est pas suffisante à leur conversion en
cellules cancéreuses [10]. Des études récentes ont permis l’identification de différentes
combinaisons de gènes collaborant afin de permettre la transformation de plusieurs types
cellulaires humains (Tableau 1) [9, il-20]. La conversion tumorigénique de cellules
humaines requiert la perturbation de plusieurs voies dont celles de p53, Rb, Ras/Raf,
PTEN/PP2A et de la télomérase. La combinaison des altérations génétiques nécessaires à la
transformation dépend cependant du type cellulaire [9].
5Tableau I. Exemples de combinaisons d’altérations génétiques permettant la
transformation des cellules humaines et de souris.
Fibroblastes embryonnaires murins dn-p53 + c-Myc + Ras”2 [18]
LT + Ras”12 [9]
ChkZ’+ Ras”2 [21]
Fibroblastes humains dn-p53 + c-Myc + Ras”2 + hTERT + Rb-shRNA + st [18]
dn-p53 + c-Myc + Ras”2 + hTERT + Rb-shRNA + PTEN
shRNA [18]
dn-p53 + c-Myc + Ras”2 + Rb-shRNA + st [18]
Ras”2+hTERT+SV40-ER[9, 12, 13]
Ras”2 + hTERT + LT + st [13]
Ras”12 + hTERT + E6/E7 + st [131
p53-shRNA + p16-shRNA + Ras”’2 + hTERT + st [161
dn-p53 + Ras”2 + hTERT + CDK4 + Cycline Dl + ST [13]
E1A + Ras VI2 + Mdm2 [15]
Cellules épithéliales mammaires Ras”2 + hTERT + SV4O-ER [20]
humaines dn-p53 + MycTSSA + Ras”’2 ± hIERT + CDK4 + Cycline Dl
[19]
Abréviations: dn-p53 (dominant négatif de p53), LT (antigène grand T de SV4O), st (antigène petit
t de SV4O), SV4O-ER (région de SV4O incluant LT et st), hTERT (sous-unité catalytique de la
télomérase).
6La grande résistance des cellules humaines à la transformation induite par
différentes combinaisons oncogéniques comparativement aux cellules de souris suggère la
présence de mécanismes de suppression tumorale plus stables qui utilisent des voies
indépendantes et redondantes chez l’humain.
1.2 Mécanismes de suppression tumorale
Plusieurs des altérations oncogéniques permettant la transformation ne sont pas
essentielles à la prolifération en tant que telle. Toutefois, elles causent le découplage de la
machinerie de croissance déréglée des cellules malines et des mécanismes de contrôle de la
prolifération permettant de reconnaître et mettre fin à l’expansion aberrante des cellules.
Deux mécanismes complémentaires possèdent la capacité de freiner la progression
tumorigénique des cellules l’apoptose et la sénescence.
L’apoptose constitue un suicide cellulaire programmé essentiel au développement
embryormaire et à l’homéostasie des tissus. La mort cellulaire par apoptose est associée à
de nombreux traits caractéristiques dont la fragmentation de l’ADN et du noyau, le
bourgeonnement membranaire ainsi que la perte de l’asymétrie membranaire. Les voies
permettant de déclencher l’apoptose sont bien définies et dépendent de voies intrinsèques et
extrinsèques (pour une revue [22]).
La sénescence, quant à elle, peut être considérée comme une différenciation
terminale où la cellule conserve l’intégrité de son noyau et de sa membrane plasmique,
mais maintient un arrêt permanent du cycle cellulaire. Grâce à sa capacité à bloquer la
progression cellulaire, le programme de sénescence doit être contourné afin de permettre la
formation de tumeurs. La sénescence incarne donc un mécanisme de suppression tumorale
au même titre que l’apoptose.
72 La sénescence réplicative et les télomères
2.1 Le potentiel réplicatif limité des cellules normales la genèse
En 1961, Leonard Hayflick publie un article démontrant que, contrairement aux
lignées cellulaires, les fibroblastes normaux humains sont capables de proliférer seulement
pendant un nombre limité de divisions cellulaires, après lesquelles ils changent de
morphologie et arrêtent définitivement de se diviser [23]. Le terme sénescence cellulaire est
alors utilisé afin de décrire l’arrêt de croissance terminal limitant la propagation des
fibroblastes diploïdes humains en culture. On nomme maintenant ce phénomène sénescence
réplicative puisqu’elle est directement liée à la division cellulaire. Hayflick propose alors
que les cellules normales sont mortelles et qu’elles doivent subir certains changements afin
de devenir immortelles comme les cellules provenant de cancers. Cette affirmation fut
fondamentale à la compréhension des mécanismes menant au vieillissement ainsi qu’au
cancer. Les travaux menés par Hayflick montrent également que la capacité de proliférer
des fibroblastes normaux humains est inversement proportionnelle à l’âge du donneur
duquel elles proviennent [24]. La capacité limitée des cellules normales de proliférer en
culture suggère l’existence d’un mécanisme permettant de compter les divisions cellulaires.
2.2 Les télomères : recenseur des divisions cellulaires
Des études menées vers la fin des années 1930 par Muller chez la drosophile et par
McClintock chez le maïs ont démontré que les extrémités des chromosomes sont couvertes
d’une structure nommée télomère qui prévient les fusions chromosomiques [25, 26]. Par la
suite, l’analyse de la réplication de l’ADN ribosomique chez Tetrahyrnena a permis la
découverte que leurs extrémités sont constituées de séquences répétées (TTGGGG) et que
ces mêmes séquences se retrouvent aux bouts des chromosomes [27]. Plus tard, le clonage
$des télomères humains montrera qu’ils contiennent également des séquences répétées
(TTAGGG) très conservées parmi les vertébrés [28, 29].
Pendant ce temps, l’étude de la réplication de l’ADN mène à un léger problème. En
1972, James Watson, par l’étude de la formation de concatémères d’ADN du pliage T7,
constate que l’ADN polymérase ne peut compléter la réplication de l’extrémité d’un
fragment linéaire d’ADN [30]. On nomme alors ce phénomène le problème de la
réplication terminale (the end-repÏication problem). Cependant, un an auparavant,
Olovnikov arrive à la même conclusion [31, 32]. En fait, l’ADN polymérase requiert une
amorce d’ARN afin d’effectuer la synthèse en direction 5’-3’. La synthèse de l’extrémité du
brin retardé n’est alors pas possible puisque l’événement de réplication ultime ne peut avoir
lieu sans une amorce d’ARN qui doit être finalement retirée. Aussitôt, Olovnikov propose
que le problème de réplication terminale devrait engendrer le raccourcissement progressif
des télomères à chaque ronde de réplication et que ce phénomène constituerait la cause de
la sénescence réplicative. Trois conclusions majeures furent émises par Olovnikov
1) le raccourcissement progressif des extrémités des chromosomes fournit une
explication au potentiel limité de prolifération des cellules normales en culture
tel qu’observé par Hayflick;
2) l’extrémité des chromosomes ne contient aucune information génétique, mais
sert de région tampon sacrifiée à chaque division;
3) l’ajout à l’extrémité des chromosomes de séquences supplémentaires-constitue
un moyen de prolonger la longévité des cellules et donc, que les cellules
capables de prolifération illimitée comme les cellules germinales, souches et
tumorales doivent maintenir l’extrémité de leurs chromosomes.
Or, le modèle proposé par Olovnikov s’est avéré terriblement juste puisque l’on
considère maintenant que le raccourcissement des télomères est la cause principale de la
9sénescence réplicative. Les télomères constituent donc des horloges moléculaires
permettant de compter les divisions cellulaires.
2.3 L’ hypothèse télomérique du vieillissement cellulaire
Bien qu’il avait été déjà démontré que les télomères raccourcissent après chaque
division cellulaire [33], la découverte confirmant le lien existant entre les télomères et la
sénescence réplicative survient suite à la découverte de la télomérase [34]. La télomérase
est une transcriptase inverse capable d’allonger l’extrémités des télomères (pour une revue
[35]). Cette enzyme est constituée d’une sous-unité catalytique nommée hTERT [36-40]
ainsi que d’un fragment d’ARN appelé hTRJTerc servant de gabarit [41]. L’expression de
la sous-unité catalytique hTERT permet de contourner la sénescence réplicative dans les
fibroblastes et les cellules épithéliales de la rétine [42, 43]. Les cellules exprimant hTERT
possèdent des télomères plus longs, se divisent rapidement, démontrent moins d’activité f3-
galactosidase associée à la sénescence, un biomarqueur de sénescence (voir section
Phénotype et caractéristiques des cellules sénescentes), et ne présentent aucun signe de
transformation [44, 45]. De plus, l’expression transitoire de hTERT pendant sept divisions
cellulaires dans des fibroblastes permet l’élongation des télomères de 2,5 kpb. Après quoi
ces fibroblastes se divisent pendant environ 50 doublements avec un raccourcissement des
télomères d’environ 50 pb par division avant d’entrer en sénescence réplicative [46]. Ces
données suggèrent que c’est la taille des télomères et non l’expression de hTERT qui
prolonge la longévité des cellules. Inversement, l’inhibition de la télomérase grâce au gène
PinX1 ou par la molécule chimique BIBR cause un raccourcissement progressif des
télomères et induit la sénescence [47, 48].
Puisque les télomères représentent un facteur crucial au contrôle de la capacité de
proliférer, Harley et collègues proposèrent la théorie des télomères afin d’expliquer le
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vieillissement et le cancer [49, 50] (figure 1). Les grands points de cette théorie sont les
suivants
1) les télomères sont maintenus durant la gamétogenèse grâce à la télomérase afin
de prévenir le raccourcissement des télomères d’une génération à l’autre;
2) l’activité de la télomérase est réprimée dans les cellules somatiques suite à la
différenciation;
3) les cellules somatiques subissent un raccourcissement des télomères à chacune
des divisions cellulaires causé par le problème de la réplication des extrémités et
par l’absence de télomérase. Lorsque leurs télomères atteindront un seuil
critique, un signal de contrôle sera généré et ces cellules entreront en
sénescence;
4) le contournement de la sénescence par l’expression d’oncogènes ou des
mutations permet aux cellules de proliférer malgré leurs télomères courts
jusqu’à l’entrée en crise suivie de la mort cellulaire;
5) suite à la phase de crise, certaines cellules immortelles émergeront par
l’acquisition de la capacité à maintenir les télomères.
2.4 Est-ce le raccourcissement ou la dysfonction des télomères qui induit
la sénescence réplicative?
L’érosion progressive des télomères en fonction de la prolifération résulte
éventuellement au raccourcissement critique d’un ou plusieurs télomères qui déclenche
alors l’arrêt du cycle cellulaire et la sénescence réplicative [51]. Bien que la taille des
télomères semble réguler le potentiel de prolifération des cellules, les mécanismes précis
impliqués lors de la sénescence réplicative sont plus complexes. Tout d’abord, les
télomères de la plupart des cellules sénescentes sont plutôt longs oscillant entre 5 et 10 kpb
[33, 52]. Lors d’expériences d’immortalisation par la télomérase, if fut observé que les
cellules immortalisées possédaient des télomères plus courts que ceux des cellules contrôles
11
Figure 1. L’hypothèse télomérique du vieillissement cellulaire et de I’immortatisation.
Les cellules germinales maintiennent la taille de leurs télomères grâce à la télomérase. Les
cellules somatiques, n’exprimant pas la télomérase, subissent un raccourcissement
progressif des télomères à chacune des divisions cellulaires. Lorsque les télomères
atteignent un seuil critique, ces cellules entrent en sénescence. Le contournement de la
sénescence grâce à des oncoprotéines virales, par exemple, permet la prolifération malgré
leurs télomères plus courts. Toutefois, ces cellules entreront dans une phase nommée crise
lorsque leurs télomères atteindront un second seuil critique. La phase de crise est
accompagnée d’une forte mort cellulaire, mais certaines cellules réactiveront la té!omérase
afin de maintenir ou d’allonger la taille des télomères. Cependant, environ 10% des
tumeurs ne semblent pas réactiver la télomérase mais utilisent plutôt un mécanisme
alternatif d’allongement des télomères (ALT). La taille des télomères est exprimée selon la
taille des fragments de restriction terminaux (TRF) contenant des séquences
subtélomériques en plus des télomères. D’après [53].
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en arrêt de croissance [54, 55]. De plus, les cellules immortalisées exprimant la télomérase
et possédant des télomères plus courts subissent moins de fusions chromosomiques,
évènements caractéristiques aux télomères courts [56]. Aussi, l’accélération expérimentale
du raccourcissement des télomères n’affecte pas l’avènement de la sénescence [57].
Puisque la taille des télomères seule ne peut expliquer ces observations, d’autres facteurs
doivent être impliqués.
Il fut alors suggéré que le raccourcissement des télomères induirait un bris de la
structure des télomères et que l’altération de cette structure serait responsable de l’entrée en
sénescence. Les télomères forment une structure avec un complexe protéique nommé
shelterin ou télosome composé de 6 protéines, TRF1, TRF2, POT1, TIN2, TPPI et Rapi
(revue dans [58]). Le complexe shelterin affecte la structure des télomères en favorisant la
formation de boucles t [59, 60]. Grâce à la microscopie électronique, il fut démontré que les
télomères ne sont pas toujours linéaires, mais peuvent former une structure complexe en
boucle nommée boucle t. Les télomères possèdent à leur extrémité 3’ une longue série de
répétitions TTAGGG simple brin qui peut envahir l’ADN télomérique double brin et
déplacer un des brins afin de s’apparier avec l’autre [58].
Or, l’inhibition de différents facteurs impliqués dans la formation du complexe
shelterinltélosome peut causer une dysfonction des télomères et induire la sénescence.
L’utilisation d’une forme dominante négative de TRF2 induit la fusion des chromosomes et
cause l’entrée en sénescence [61, 62]. L’ablation de l’expression de l’exonucléase Apollo,
partenaire de TRF2, induit également l’entrée prématurée en sénescence [63] tout comme la
délétion de POT1 [64, 65]. Ces données suggèrent que la sénescence réplicative pourrait
être causée par la perte de fonction du complexe shelterinltélosome survenant lorsque les
télomères deviennent courts.
Des évidences suggérant que le bris de la structure télomérique survient lors de la
sénescence réplicative ont été obtenues par l’observation de l’érosion de l’extrémité simple
brin des télomères chez les cellules sénescentes. Durant la sénescence, la taille moyenne
des extrémités simple brin des téÏomères atteint moins de 100 nt [66], ce qui briserait
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potentiellement la boucle t qui requiert une extrémité simple brin d’au moins 100 nt [59,
60]. De plus, l’expression de hTERT permet non seulement d’allonger la taille des
télomêres, mais génère également des extrémités simple brin plus longues protégeant ainsi
la structure des télomères [66]. La télomérase semble effectivement jouer un rôle important
dans le maintien de la structure télomérique chez les cellules normales. Bien qu’il fut
précédemment démontré que les cellules somatiques humaines étaient dépourvues de
télomérase [67], une étude plus récente suggère que la télomérase est présente chez ces
cellules [6$]. L’inhibition de l’activité de la télomérase chez les cellules normales humaines
déclenche l’entrée en sénescence sans toutefois déclencher un raccourcissement notable de
la taille des télomères. Toutefois, l’extrémité simple brin des télomères était
significativement plus courte chez ces cellules, suggérant un rôle important joué par la
télomérase dans le maintien de la structure télomérique.
Il est maintenant clair que la taille et la structure des télomères ainsi que la
télomérase affectent la longévité réplicative des cellules humaines, mais la relation entre
ces éléments et la contribution relative de ces paramètres au phénotype de sénescence
doivent cependant être approfondies.
3 Phénotype et caractéristiques des cellules sénescentes
Le phénotype de sénescence est associé à une multitude de marqueurs et
caractéristiques. Le plus important est l’arrêt de croissance observé dans tous les types de
sénescence. Bien que cet arrêt du cycle cellulaire s’effectue habituellement en phase 01
[69], certains cas d’arrêt du cycle à la transition 02/M furent rapportés [70]. Suite à leur
entrée en sénescence, les cellules deviennent réfractaires aux signaux mitogéniques [71,
72]. L’arrêt de prolifération causé par la sénescence est donc considéré comme irréversible
puisque les facteurs de croissance ne peuvent stimuler la division de ces cellules (revue
dans [73]), lesquelles demeurent pourtant métaboliquement actives pendant de longues
périodes de temps (revue dans [74]). De plus, les cellules sénescentes sont incapables
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d’induire l’expression de 1’ARNm de c-fos suite à une stimulation par le sérum [75]. Ces
données suggèrent que les cellules sénescentes deviennent insensibles aux facteurs
mitogéniques.
Lorsque les cellules normales entrent en sénescence, elles changent
progressivement de morphologie. Tout d’abord, les cellules sénescentes sont plus grosses,
acquièrent une morphologie aplatie, présentent des anomalies nucléaires et leurs nucléoles
deviennent proéminents (Figure 2). L’acquisition de la morphologie aplatie est associée à
l’activation par Rb de Cdk5 qui augmente les niveaux d’ezrin, protéine associée à la
membrane et au cytosquelette [76, 77].
Toutefois, le marqueur biochimique le plus couramment utilisé provient de la
découverte, faite par l’équipe de Judith Campisi, d’une activité (3-galactosidase associée à
la sénescence (SA-13-gal) (Figure 2) [78]. La f3-galactosidase est une enzyme lysosomale
normalement active à pH 4, mais également active à pH 6 chez les cellules sénescentes. Le
pourcentage de cellules possédant l’activité SA-13-gal augmentent in vitro en fonction du
nombre de doublements et in vivo avec l’âge [78]. Des études ont démontré que le nombre
et la taille des lysosomes augmentent chez les cellules sénescentes [79, 80]. L’activité SA
(3-gal semble donc être causée par l’augmentation de l’activité lysosomale à un pH
suboptimal qui devient détectable chez les cellules sénescentes due à la hausse du contenu
lysosomal [$1]. En fait, il a récemment été démontré que l’activité SA-(3-gal est le résultat
de la (3-galactosidase lysosomale encodée par GLBJ et n’est pas requise à l’entrée en
sénescence [$2].
De plus, les niveaux d’expression de nombreux gènes changent durant la sénescence
[$3, $4]. En fait, l’introduction par micro-injection d’ARNm provenant de cellules
sénescentes dans des cellules jeunes cause l’entrée en sénescence [85]. Ces données
supportent le fait que la sénescence est le résultat d’un programme génétique impliquant
des changements de l’expression génique. Quelques uns des gènes considérés comme
marqueurs communs de la sénescence sont PAl-1 [$6-$8], stromelysin [89],
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Figure 2. Phénotype des cellules sénescentes. Apparition de l’activité SA-(3-gal et des
corps nucléaires PML lors de la sénescence réplicative et de la sénescence induite par
l’oncogène Ras. Les fibroblastes diploïdes humains IMR9O exhibent normalement une
morphologie filiforme. Toutefois, lorsque ces cellules entrent en sénescence réplicative ou












apolipoprotéine J [91] et PML [90]. Les corps nucléaires PML constituent d’ailleurs
d’excellents marqueurs de sénescence (Figure 2). De plus, les cellules sénescentes
démontrent une augmentation de l’activité de la collagénase et de la métalloprotéinase
MMP-3 qui peuvent dégrader la matrice extracellulaire [92-94].
4 La sénescence prématurée
Le raccourcissement des télomères ne constitue pas l’unique stress induisant le
phénotype de sénescence puisque certains types cellulaires ne sont pas immortalisés suite à
l’expression de la télomérase [95]. De plus, bien que les cellules de souris expriment la
télomérase et maintiennent de longs télomères, elles entrent en sénescence in vitro. Il est
donc clair qu’il existe également un mécanisme de sénescence indépendant des télomères.
En fait, de nombreux stress peuvent induire de façon précoce l’arrêt de prolifération associé
à la sénescence. On nomme ce type d’arrêt de prolifération sénescence prématurée puisqu’il
survient bien avant la sénescence réplicative. L’apparition de la sénescence prématurée peut
être déclenchée par divers stimuli dont les conditions de culture, divers médicaments, des
agents endommageant l’ADN, la dysfonction des télomères (Voir section Est-ce le
raccourcissement ou la dysfonction des télomères qui induit la sénescence réplicative ?) et
l’expression de certains oncogènes. Puisque ce phénotype peut être déclenché suite à
l’exposition à différents stress, il fut suggéré que la sénescence constituait une réponse
générale aux dommages cellulaires. Dans ce sens, il est possible de comparer la sénescence
à l’apoptose qui est elle aussi déclenchée par différents stress et implique un patron
spécifique d’expression génique.
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Figure 2a. Voies de signalisation déclenchées par l’activation de Ras. L’activation de
Ras conduit à la stimulation d’une cascade d’événements de phosphory1atin impliquant
Raf, Mek et Erk. L’activation subséquente de la voie de MKK3/6-p3$-PRAK est ensuite
déclenchée par l’augmentation des niveaux intracellulaires de ROS induite par l’activation








4.1 Sénescence prématurée induite par les oncogènes
4.1.1 Le modèle classique : La sénescence induite par Ras
L’activation d’un oncogène constitue une étape importante lors de l’initiation de la
transformation. Toutefois, l’expression d’un oncogène déclenche une sénescence
prématurée chez les cellules normales. Le premier oncogène identifié pour sa capacité à
causer la sénescence est Ras”12 [96]. La sénescence induite par Ras ne peut être contournée
p• l’expression de la sous-unité catalytique de la télomérase hTERT, suggérant que Ras
induit un programme distinct de la sénescence réplicative et indépendant des télomères
t97]. La famille de proto-oncogènes Ras regroupe de petites protéines liant le GTP qui
propagent les signaux mitogéniques provenant de récepteurs à la surface membranaire.
L’activation aberrante de Ras constitue un événement important du processus de
transformation (voir section Transformation cellulaire et cancer) et est associée à diverses
tumeurs [9$]. L’activation de Ras déclenche une cascade d’activation par phosphorylation
de protéines kinases activées par les mitogènes (MAPK) (Figure 2a). Ras active Raf qui par
après phosphoryle MEK1/2. Ensuite, l’activité kinase de MEK1/2 modifie et active
ERK1/2. À l’aide d’inhibiteurs pharmacologiques, il a été démontré que la sénescence
induite par Ras détend de l’activation de MEK1/2 [99]. L’expression de formes
constitutivement activées de Raf, MEK et Ets cause l’apparition prématurée des marqueurs
de sénescence [99-loi] tout comme l’expression de Mos qui, comme Ras, active la voie
des MAPKs [102].
L’activation de Ras n’aboutit pas seulement à l’activation de ERK, mais stimule
également la MAPK p38 [103]. La MAPK p38 est phosphorylée et activée par MKK3 et
MKK6 suite à des signaux non-mitogéniques tels certaines cytokines pro-inflammatoires et
des stress environnementaux [104]. L’expression de Ras dans des fibroblastes normaux
mène à l’activation séquentielle de la voie de MEK-ERK puis de celle de MKK3/6-p38
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[105, 106]. De plus, l’inhibition de p38 par l’utilisation d’inhibiteurs pharmacologiques ou
de dominants négatifs de p38 et MKK3 permet de contourner la sénescence induite par Ras
et MEKY t106, 107]. L’activation constitutive de p38 par l’utilisation de formes mutées
activées de MKK3 ou MKK6 est suffisante à l’entrée prématurée en sénescence.
Récemment, il a été démontré que PRAK cause la sénescence suite à l’activation de p38 en
réponse à la forme oncogénique de Ras. L’inactivation de la kinase PRAK compromet la
sénescence et promeut la transformation cellulaire [108].
Outre les voies de MEK-ERK et de MKK3/6-p38, l’axe MKK7-JNK est également
impliqué dans la sénescence. Dans ce cas-ci, la perte d’expression de MKK7 bloque la
progression G2/M et cause la sénescence [70]. Puisque Ras active également la voie de
JNK, il est difficile d’intégrer ces données au modèle actuel de la sénescence induite par
Ras.
4.1.2 Autres oncogènes causant la sénescence prématurée
En plus de la voie de Ras et des MAPKs, plusieurs oncogènes ont été répertoriés
pour leur capacité à induire le phénotype de sénescence. Les protéines Cdc6 et cycline E
impliquées dans la réplication de l’ADN [102], l’oncogène 13-caténine [109], l’inhibiteur de
l’apoptose Bd-2 [110] et le régulateur du cycle cellulaire E2f 1 [111] causent l’entrée en
sénescence prématurée. De plus, l’expression de Myc en absence de la protéine WRN
induit aussi la sénescence. L’activation de Akt stimule la prolifération et la survie cellulaire
promouvant ainsi la tumorigenèse [1121. Toutefois, les cellules normales entrent en
sénescence suite à l’activation constitutive de Akt afin de freiner leur prolifération [113,
1141. De façon surprenante, l’inactivation de la voie de Akt mène également à la
sénescence. L’inhibition de la PI(3)K ou l’expression de PTEN conduit à l’apparition des
marqueurs de sénescence [115, 116].
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4.1.3 La voie de signalisation de JAK-STAT et l’oncogène STAT5
La famille des STATs (Signal Transducers and Activators ofTranscrïtion) compte
7 membres ($TAT1-4, 5A, 5B et 6) comportant entre 750 et 900 acides aminés. Les $TATs
possèdent plusieurs domaines conservés dont un domaine coiled-coil, un domaine de
liaison à l’ADN, un domaine SH2 jouant un rôle important dans le recrutement au récepteur
et lors de la dimérisation, ainsi qu’un domaine de transactivation impliqué dans le
recrutement de régulateurs transcriptioimels.
Les $TATs jouent un rôle primordial lors de la transduction du signal déclenché par
de nombreuses cytokines impliquées dans différents processus cellulaires (f igure 2b).
Les gènes STAT5A et $TAT5B sont encodés par deux gènes récemment dupliqués et
organisés en tandem. Des études génétiques et biochimiques ont permis de démontrer que
STAT5A et STAT5B sont responsables de la réponse induite par l’interleukine-2 (IL-2),
IL-3, IL-5, IL-7, IL-9, IL-15, GM-C$f, EPO, Pri et GH. Bien que STAT5A et STAT5B
partagent une forte homologie, ces deux protéines possèdent des rôles différents au niveau
tissulaire. La suppression de STAT5A chez la souris cause un défaut du développement de
la glande mammaire [660], tandis que l’ablation de STAT5B mène à des problèmes de
croissance [661]. La perte combinée de $TAT5A et STAT5B cause quant à elle des défauts
de développement des cellules lymphoïdes menant à une immuno-déficience sévère [662].
En plus de la voie des MAPKs, celle impliquant les STATs constitue également une
voie oncogénique. Tout d’abord, l’activation constitutive de la protéine STAT5 fut
observée dans de nombreux cancers dont plusieurs types de leucémies t595-597], le cancer
de la prostate [59$, 599], du sein t600, 601] et de la tête et du cou [602]. L’activation
constitutive de la protéine STAT5 est habituellement causée par des kinases oncogéniques.
Parmi ces kinases, on retrouve le produit de transiocation chromosomique Tel/Jak2 [663,
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664] ainsi que la protéine de fusion oncogénique Bcr/Abl [665]. D’ailleurs, l’inactivation
de STAT5 bloque la transformation induite par Tel/Jak2 [666] et Bcr/Abl [667, 66$]. De
plus, l’expression de mutants constitutivement activés de STAT5 induit certains aspects de
la transformation cellulaire dont la prolifération en absence de facteurs de croissance [6691.
Finalement, l’activation incontrôlée de STAT5 promeut la formation de tumeurs via
l’induction de gènes impliqués dans la régulation de la survie et du cycle cellulaire. Parmi
ces gènes, on retrouve Bcl-XL, membre de la famille de protéines anti-apoptotiques
comprenant Bd-2 [603]. L’expression de Bcl-XL empêche la relâche du cytochrome c de la
mitochondrie, événement requis lors de l’apoptose afin de stimuler l’activation d’APAFl et
le clivage de la pro-caspase 9. De plus, l’expression de la cycline Dl, qui contrôle la
progression Gl-S du cycle cellulaire lorsqu’associée à Cdk4 ou Cdk6, est également
régulée par STAT5 [603, 670, 671].
Réunies, ces données suggèrent que $TAT5 représente un médiateur critique du
signal oncogénique et que l’activation constitutive de STAT5 participe à la formation de
tumeurs.
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Figure 2b. La voie de signalisation de JAK-STAT. Suite à la liaison d’une cytoldne à son
récepteur, JAK s’ active et phosphoryle le récepteur. Le recrutement des STATs s’ effectue
alors via leur domaine SH2 liant les tyrosines phosphorylées du récepteur. Se trouvant à
proximité de JAK, les STATs sont stimulés suite à la phosphorylation par JAK. Les STATs
activés sont alors relâchés afin de former des dimères qui lient des éléments de réponse






4.2 Sénescence, choc de culture et stress oxydatif
4.2.1 Conditions inappropriées de culture des cellules normales
La plupart des cellules de mammifères ne prolifèrent pas indéfiniment et entrent en
sénescence réplicative. Chez les cellules humaines, la sénescence réplicative est causée par
le raccourcissement progressif des télomères, mais les cellules de souris entrent en
sénescence en culture malgré leurs longs télomères [117]. Plutôt que d’entrer en sénescence
réplicative, les MEFs subissent un choc des conditions de culture causé par des pratiques
inadéquates de culture. La complexité et la nature indéfinie du sérum contenu dans les
milieux de culture contribuent à ce choc de culture. La propagation de cellules primaires
humaines et murines dans un milieu où le sérum est remplacé par différents facteurs
définis, rend les cellules pratiquement immortelles [11$-120]. De plus, l’exposition des
MEF s à des niveaux non-physiologiques d’oxygène (20% 02) réduit leur capacité
proliférative. En fait, la culture de MEFs et de cellules humaines à des niveaux
physiologiques d’oxygène, soit 3%, prolonge la longévité des cellules et dans certains cas
permet le contournement de la sénescence [121-124]. L’entrée prématurée en sénescence de
MEFs déficients en différents facteurs impliqués lors de la réparation de l’ADN suggère
que le dommage à l’ADN limite la prolifération de ce type cellulaire. Les MEFs
accumulent beaucoup plus de dommages à l’ADN lorsque cultivés sous 20% d’oxygène
plutôt qu’à 3% d’oxygène, et également plus de dommages que des cellules humaines
poussant sous 20% d’oxygène [121].
4.2.2 Endommagement de l’ADN: inducteur de la sénescence
Conséquemment, il est possible d’induire une sénescence prématurée dans
différents types cellulaires normaux ou provenant de cancers lorsque l’on traite les cellules
avec différents agents induisant des bris au niveau de l’ADN tels le peroxyde d’hydrogène
[125], les rayonnements UV [126, 1271 et gamma [1281, la doxorubicine [129-131], la
cisplatine [132], la bléomycine [133], I’actinomycine D (faible dose) [133] et
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l’hydroxyurée [134, 135]. Le phénotype de sénescence induit par certaines de ces drogues
ne peut être contourné par l’expression de la télomérase [131]. Ces données indiquent
clairement que l’activation de la voie de réponse de dommage à l’ADN permet d’activer le
programme de sénescence.
Les espèces oxygénées réactives (ROS) générées par la chaîne respiratoire
mitochondriale représentent une source importante de dommage oxydatif pouvant causer
des modifications aux acides nucléiques ainsi que des bris simple et double brin de l’ADN.
Or, les sénescences prématurées induites par Ras dans les cellules normales et par p21 dans
les cellules cancéreuses causent l’accumulation intracellulaire de ROS [136, 137]. Cette
production de ROS induite par Ras est causée par l’augmentation de l’activité de la 5-
lipoxygénase qui est d’ailleurs suffisante au déclenchement du processus de sénescence
[138]. La réduction des niveaux de ROS par traitement à la N-acétylcystéine (NAC) ou par
Fexpression de la superoxide dismutase 1 (SODI), qui détoxifie l’anion superoxide. abolit
la sénescence induite par Ras [137]. De plus, la déplétion de SOD1 dans les cellules
normales déclenche l’apparition des marqueurs de sénescence permettant de croire que
SODY protège la cellule contre le stress oxydafif [139]. Le stress oxydatif généré lors de
l’expression de Ras représente un événement crucial à l’activation de p53 par ATM et
requiert Seladin-l afin de permettre l’accumulation de p53 [140]. Seladin-1, protéine
également impliquée dans le métabolisme du cholestérol, est activée par les ROS et lie la
partie N-terminale de p53 afin d’empêcher la liaison de Mdm2 [140].
Bien que le stress oxydatif et les drogues endommageant l’ADN déclenchent le
phénotype de sénescence, le rôle de la voie de réponse au dommage à l’ADN lors de la
sénescence induite par les oncogènes demeurait jusqu’à tout récemment incertain.
5 Voies de suppression tumorale impliquées lors de la sénescence
L’étude des modèles de sénescence réplicative et de sénescence prématurée par Ras,
principalement, a permis une meilleure compréhension des mécanismes moléculaires
impliqués lors du programme de sénescence. Deux voies principales de suppression
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tumorale sont responsables de l’établissement de la sénescence, soit les voies de p53 et de
Rb. À celles-ci, s’ajoute la voie de réponse/réparation du dommage à l’ADN située en
amont de p53 et Rb. De plus, le suppresseur tumoral PML sera également étudié puisqu’il
constitue un facteur important de la sénescence et des voies de p53 et Rb.
5.1 Le suppresseur tumoral p53
Le produit du gène p53 représente un important suppresseur tumoral inactivé par
délétion ou mutation dans approximativement 50% de tous les cancers humains [141]. De
plus, des mutations de p53 sont retrouvées chez les patients atteints du syndrome Li
Fraumeni caractérisé par une forte prédisposition au cancer [142, 143]. Le gène p53
humain encode pour au moins 9 isofonnes générées par épissage alternatif et par
l’utilisation d’un site alternatif d’initiation de la transcription dans l’intron 4 [144]. La
protéine p53 est un facteur de transcription liant l’ADN et induisant l’expression de
nombreux gènes impliqués dans le contrôle de la prolifération, la réparation de l’ADN et
l’apoptose. Les niveaux protéiques de p53 subissent un contrôle serré dans la cellule non-
stimulée, mais la protéine est rapidement induite et activée de façon post-traductionnelle
par différentes voies de signalisation. De nombreux stress dont le dommage à l’ADN, le
stress oxydatif et l’activation d’oncogènes peuvent activer p53.
5.1.1 Modifications post-traductionnelles de p53
p53 est une protéine modulaire contenant un domaine de transactivation N-terminal,
un domaine riche en prolines, un vaste domaine de liaison à l’ADN [145], un domaine de
tétramérisation [146, 147] ainsi qu’un domaine de régulation C-terminal (figure 3). La
séquence primaire de p53 contient de nombreux résidus sérine, thréonine et lysine
conservés jouant un rôle important dans la régulation de la protéine. La régulation post
traductionnelle de p53 étant plus que complexe, un survol des modifications de p53
observées lors de la sénescence est présenté ci-dessous.
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Figure 3. Schéma des différents domaines et des modifications post-traductionnelles
de p53. Les différents domaines de p53 sont le domaine de transactivation (TAD), le
domaine riche en prolines (PRD), le domaine de liaison à l’ADN (DBD), le domaine de
tétramérisation (4D) ainsi que le domaine de régulation C-terminal (CTD). Les résidus
modifiés sont montrés avec les sites de phosphorylation (P) en orange, acétylation (A) en
vert, ubiquitination (Ub) en violet, neddylation (N) en rose, méthylation (M) en bleu et
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Figure 3a. Processus de modification des protéines par ubiquitination, sumoylation et
neddylation. L’ubiquitine est le membre fondateur d’une famille de protéines dont font
partie SUMO et NEDD8. Parmi les membres de cette famille, la protéine NEDD8 est celle
partageant la plus grande homologie avec Fubiquitine. La conjugaison d’un groupement
NEDD8, phénomène nommé neddylation, constitue un processus similaire à
l’ubiquitination. Tout comme lors de l’ubiquitination, le groupement NEDD8 est activé et
transféré à son substrat grâce à des enzymes de type El (APP-BP1 et Uba3) et E2 (Ubcl2).
La fonction de l’ubiquitination et de la neddylation est principalement liée à la dégradation























5.1.1.1 Phosphorylation de p53
La protéine p53 humaine possède 23 sites différents de phosphorylation (figure 3).
La régulation de p53 par phosphorylation est donc complexe et survient sur plusieurs sites
dont la majorité sont situés à l’extérieur du domaine de liaison à l’ADN. La plupart des
sites de phosphorylation peuvent être modifiés par plus d’une kinase en réponse à différents
stress. Un mécanisme simplifié d’activation peut être proposé. Suite à un stress, la protéine
p53 est phosphorylée en sérine 15 et 20 dans la portion N-terminale contenant le domaine
de transactivation. Cette région comprend un site important de liaison à Mdm2 [149]. La
phosphorylation additionnelle en thréonine 1$ altère la structure de l’hélice et avec laquelle
Mdm2 interagit et réduit la liaison de p53 à Mdm2 t150]. De plus, la phosphorylation de
motifs sérine/thréonine permet la liaison de la prolyl-isornérase PIN1 afin d’induire
l’isomérisation cis-trans de groupements prolyl à l’intérieur du domaine riche en prolines
[151, 152]. Ensemble. ces modifications et changements conformatiormels pourraient alors
réduire l’affinité de p53 pour Mdm2 et permettre l’association de co-activateurs, tels les
acétyltransférases p300 et CBP [153-156].
Lors de la sénescence réplicative, plusieurs des modifications par phosphorylation
de p53 chevauchent des sites habituellement ciblés suite au dommage de l’ADN [157]. Par
exemple, la sérine 15 et la thréonine 18 sont phosphorylées lors de la sénescence
réplicative. Lors de la sénescence induite par Ras, la sérine 15 se retrouve également
modifiée par phosphorylation par ATM bien que p38 pourrait contribuer à cette
modification [102, 158]. De plus, l’activation de la kinase PRAK par p38 lors de la
sénescence par Ras mène à la phosphorylation en sérine 37 de p53 [108], aussi ciblée par
ATR et DNA-PK en réponse au dommage de l’ADN [159, 160].
5.1.1.2 Modification des lysines
Les lysines de p53 situées dans la portion C-terminale peuvent être modifiées par
méthylation, sumoylation. neddylation et ubiquitination (figure 3-3a). Puisque la plupart de
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ces lysines sont la cible de plusieurs différentes modifications, ce domaine de p53 forme un
réseau complexe de modifications activatrices et inhibitrices entrant en compétition.
5.1.1.2.1 Acétytation de p53
L’acétylation de lysines situées en C-terminal permet l’activation de p53 en
stimulant sa capacité à lier l’ADN [161] et en inhibant l’ubiquitination causée par Mdm2
[162]. Les lysines 305, 372, 373, 381 et 382 sont acétylées par p300 [163] tandis que la
lysine 320 est modifiée par PCAF [164]. Lors de la sénescence induite par Ras et la
sénescence réplicative, la protéine p53 est acétylée en lysine 382 ce qui augmente son
activité [165].
5.1.1.2.2 Ubiquitination et dégradation de p53
La protéine p53 est régulée au niveau de sa stabilité protéique qui est d’ailleurs
déterminée par son partenaire d’interaction Mdm2 (Mouse double minute 2 ou Hdm2 pour
l’orthologue humain). Les souris déficientes pour Mdm2 meurent précocement durant
l’embryogenèse. Toutefois, ce phénotype létal peut être supprimé par l’inactivation
simultanée de p53, suggérant que l’activité principale de Mdm2 est de réguler p53 [166,
167].Par ailleurs, il avait été démontré que Mdm2 bloquait l’activité transcriptionnelle de
p53 [168]. Au niveau moléculaire, Mdm2 induit la dégradation de p53 [169, 170] grâce à
son activité ubiquitine E3 ligase qui la cible [171, 172]. Le mécanisme d’ubiquitination
comprend une série de réactions enzymatiques catalysées par des enzymes de type El, E2
et E3 spécifiques au transfert de groupements ubiquitines. L’addition de molécules
d’ubiquitine à une protéine cible représente un signe de reconnaissance et de ciblage vers la
dégradation par le protéasome 26S. L’ubiquitination de p53 fut initialement découverte
chez les cellules infectées par le virus du papillome humain où l’activité E3 ligase de la
protéine associée à E6 (E6-AP) fut identifiée [173].
De nombreuses études montrent que l’activité ubiquitine ligase de Mdm2 attribuée à
son domaine RING est essentielle pour causer la dégradation et l’export nucléaire de p53
[174-176].De plus, la mono-ubiquitination par Mdm2 semble induire l’export nucléaire de
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p53 tandis que des niveaux élevés de Mdm2 promeuvent la poly-ubiquitination de p53 et sa
dégradation [177]. Mdm2 permet également le transfert de groupements semblables à
l’ubiquitine comme NEDD8, aux lysines C-terminales de p53 réduisant ainsi son activité
transcriptionnelle [178]. Une protéine similaire à Mdm2 nommée MdmX (Mdm4) régule
également de façon négative p53 [179-181]. Outre Mdm2, quelques autres ligases de
groupements ubiquitines possèdent la capacité de modifier et de dégrader p53 telles que
COP1 [182], Pirh2 [183] et ARF-BP1 [184]. Puisque les gènes encodant Mdm2 [185],
COP1 [1 $2] et Pirh2 [123] représentent des cibles transcriptionnelles de p53, une boucle de
contrôle par inhibition permet la régulation de l’activité de p53.
5.1.2 Régulation des niveaux de p53 par la modulation de l’activité de Mdm2
Les facteurs contrôlant l’interaction entre p53 et Mdm2 ou l’activité de Mdm2
permettent donc de déterminer les niveaux de p53. Jusqu’à maintenant, de nombreuses
modifications post-traductionnelles de p53 permettent de réguler la stabilité de p53 en
contrôlant l’interaction entre p53 et Mdm2.De plus, certaines protéines servent de co
facteurs essentiels à l’ubiquitination déclenchée par Mdm2. Par exemple, YY1 [186] et
gankyrin [187] lient Mdm2 augmentant ainsi la dégradation de p53. L’ubiquitine ligase
pVHL quant à elle lie p53 et bloque l’ubiquitination de p53 causée par Mdm2 [188]. De
plus, ING1, dont les niveaux augmentent durant la sénescence, lie Mdm2 et promeut
l’activité transcriptionnelle de p53 [189, 190].
5.1.3 L’axe ARF-p53
La protéine ARF, produit du locus INK4b/ARF/INK4a, bloque la croissance
cellulaire aberrante en partie via l’activation de la voie de p53.L’induction de p53 par ARF
semble provoquée par l’inactivation de Mdm2 puisque ARE interagit directement avec
Mdm2 et inhibe sa capacité à ubiquitiner p53 [191-194]. Les mécanismes par lesquels ARE
module la voie p53-Mdm2 sont cependant complexes. Tout d’abord, ARE est
majoritairement localisé au nucléole et y séquestre Mdm2 afin de stabiliser p53 situé au
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nucléoplasme [195]. D’un autre côté, les formes nucléoplasmiques de ARF peuvent
également activer la fonction de p53 [196, 197] en inhibant directement l’activité
enzymatique de Mdm2 [198, 199].ARF peut aussi lier YY1 et briser l’interaction Hdm2-
YY1 qui est importante pour l’ubiquitination de p53 provoquée par Hdm2 [186].
Mdm2 ne constitue pas l’unique cible de ARF, car ARF inhibe également
l’ubiquitination de p53 opérée par ARF-BP1 [184].
5.1.4 L’implication du nucléole dans l’activation de p53
En plus, de permettre la séquestration de Mdm2 par ARF, le nucléole semble
représenter un site crucial contribuant à la régulation de p53. La nucléophosmine
(NPMIB23) est une phosphoprotéine nucléolaire participant à l’assemblage des ribosomes
[200] et faisant continuellement la navette entre le noyau et le cytoplasme [201]. NPM
s’associe avec ARF à l’intérieur de larges complexes nucléolaires [202] et stabilise ARF en
retardant sa dégradation [203, 204]. La stabilité de la protéine ARF est grandement
augmentée en présence de niveaux élevés de NPM, tandis que la déplétion de NPM par
l’utilisation d’un shRNA déstabilise ARF. Toutefois, il fut également démontré que la
surexpression de NPM séquestre ARF au nucléole [205] restreignant ainsi son activité
inhibitrice sur Mdm2 qui peut avoir lieu au nucléoplasme [197].
Un lien fonctionnel existe entre l’intégrité du nucléole et la stabilisation de p53, car
plusieurs stress cellulaires affectent l’intégrité nucléolaire et activent p53 [205]. NPM subit
alors une redistribution nucléoplasmique et pourrait donc stabiliser p53. NPM interagit
directement avec p53, permet l’activation transcriptionnelle de p53 et provoque l’entrée
précoce en sénescence de façon dépendante de p53 [206].Plus récemment, il fut démontré
que NPM interagit avec Hdm2 et protège p53 de la dégradation causée par Hdm2 [207].
Outre ARF et NPM, d’autres protéines nucléolaires régulent l’activité de p53. Les protéines
ribosomiques Lii et L23 permettent l’inhibition et le recrutement de Mdm2 au nucléole
stabilisant ainsi p53 [208, 209].
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Ces données indiquent que le nucléole et NPM constituent des régulateurs
importants de l’activité de p53.
5.1.5 Régulation transcriptionnelle des niveaux de p53
Bien que les modifications post-traductionnelles semblent représenter le mécanisme
majeur de régulation des niveaux de la protéine p53, le contrôle de p53 peut également
s’effectuer de façon transcriptionnelle. Par exemple, le répresseur transcriptionnel BCL6
réprime l’expression de p53 en liant deux sites spécifiques au niveau du promoteur du gène
de p53. La suppression de l’expression de BCL6 par l’utilisation d’un shRNA permet
d’augmenter les niveaux d’ARNm et protéiques de p53 [210].De plus, le criblage d’une
banque rétrovirale d’ADNc permettant de contourner la sénescence a permis d’identifier
BCL6 comme un inhibiteur des signaux anti-prolifératifs déclenchés par p53 [211]. Cette
stratégie de criblage a également permis la découverte du répresseur transcriptionnel KLF4
qui bloque aussi l’expression de p53 en liant directement son promoteur [212].
5.1.6 Cibles transcriptionnelles de p53 potentiellement responsables de l’arrêt de
croissance et de la sénescence
La protéine p53 représente un important suppresseur tumoral permettant de
déclencher l’apoptose ou la sénescence suite à différents stress oncogéniques. La
réintroduction de p53 dans les cellules tumorales peut alors causer l’apoptose [213] et/ou la
sénescence [214]. In vivo, la restauration de p53 à l’intérieur de tumeurs induit la régression
tumorale par l’activation des programmes d’apoptose et de sénescence [215-217]. Le
rétablissement de la fonction de p53 dans les tumeurs par de petites molécules (comme
Nutlin, un antagoniste de Mdm2) constitue également une cible thérapeutique attrayante
[218]. De nombreuses études menées chez l’humain et la souris suggèrent que p53 joue un
rôle critique lors des sénescences réplicative et prématurée [96, 99, 111, 2 19-221].
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De nombreux gènes sont sous le contrôle de p53. Par exemple, l’activation de p53
suite au dommage de l’ADN mène à la répression de Cdc25C [222] et ainsi qu’à
l’activation de Gadd45a [223], de 14-3-3 u [2241 et de reprirno [225] afin de freiner la
progression du cycle cellulaire. Plusieurs gènes impliqués dans l’induction de l’apoptose
sont des cibles transcriptionnelles de p53. Par exemple, les gènes ?1G3 [226], bax [227],
puma et noxa [228] sont induits suite à l’activation de p53 afin d’induire l’apoptose. En
fait, l’analyse du profil d’expression généré suite à l’activation de p53 suggère que de
nombreux gènes impliqués dans différentes réponses cellulaires sont ciblés par p53 [229].
Le suppresseur tumoral p53 ainsi que certaines de ses cibles transcriptionnelles
jouent un rôle majeur lors de la sénescence. En fait, quatre gènes cibles de p53 sont
fortement impliqués lors de ce phénomène. D’ailleurs, leur expression est suffisante pour
causer l’entrée en sénescence.
5.1.6.1 miR-34
Tout récemment, il fut démontré que le réseau de suppression tumorale provoqué
par p53 implique des miRNAs. Les miRNAs de la famille miR-34 sont des cibles
transcriptionnelles directes de p53 dont l’induction suite au dommage à l’ADN ou le stress
oncogénique dépend de p53 [230]. miR-34 contrôle la progression du cycle cellulaire en
réprimant l’expression de plusieurs gènes impliqués dans la prolifération dont CDK4 et
cycline E [230]. De plus, l’expression de miR-34 déclenche la sénescence dans les cellules
normales [2301. Ce miRNA pourrait donc avoir un rôle lors de la sénescence induite par les
oncogènes.
5.1.6.2 p21
Afin de déterminer les régulateurs de la synthèse de l’ADN dans les cellules
sénescentes, un essai fonctionnel de réplication de l’ADN fut effectué par transfection et
micro-injection d’ADNc isolés de cellules sénescentes [231, 232]. Cette approche a permis
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d’identifier trois clones, nommés SDI-1 à 3 (senescent ceil derived inhibition of DNA
synthesis 1-3) inhibant la synthèse de l’ADN. SDI-2 et 3 exhibaient des niveaux d’ARNm
équivalents entre les cellules jeunes et sénescentes tandis que les niveaux de SDI-l étaient
plus élevés chez les cellules sénescentes. Puis il fut démontré que SDI-1 est un inhibiteur de
plusieurs complexes cycline/CDK, inductible par p53 et aussi nommé Cipi, Wafl, Pici ou
p21 [233, 2341. p21 contrôle donc le cycle cellulaire en régulant l’activité de différents
complexes cycline/CDK et en inhibant la phosphorylation de Rb par ces complexes [234,
235]. La liaison d’une molécule de p21 au complexe cycline/CDK permet l’assemblage du
complexe tandis que la liaison de plusieurs molécules de p21 inhibe l’activité kinase du
complexe [236, 237].
Puisqu’une des fonctions les mieux caractérisées de p21 est l’inhibition de ta
prolifération cellulaire, ces niveaux devraient être régulés lors de la sénescence. Or, les
niveaux d’expression de p21 atteignent un maximum lorsque les cellules perdent leur
potentiel de prolifération puis diminuent. Parallèlement, les niveaux de 164a
augmentent modestement à l’approche de la sénescence puis atteignent leur maximum
lorsque l’abondance de p21 diminue [238]. p21 serait alors responsable de l’arrêt de
prolifération au stade précoce de la sénescence tandis que 6JNK4a permettrait de maintenir
l’arrêt caractéristique associé à la sénescence. Confirmant le rôle important de p21 lors de
la sénescence, son inactivation chez les fibroblastes diploïdes normaux humains cause le
contournement de la sénescence [239], bien que ce résultat soit contesté [240]. De plus,
l’expression de p21 dans des cellules déficientes en p53 cause leur entrée en sénescence
[241, 242]. La régulation de l’expression de p21 par p53 constitue donc un élément
important dans le contrôle de la prolifération cellulaire. Un régulateur important de l’axe
p53/p21 est la protéine de remodelage de la chromatine p4.00, dont la déplétion cause une
augmentation des niveaux de p21 et l’entrée prématurée en sénescence pouvant être
contournée par l’ablation de p21 [243].
Toutefois, plusieurs données permettent de croire que p21 n’est pas l’unique gène
régulé par p53 permettant l’entrée en sénescence. Tout d’abord, contrairement aux cellules
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humaines, les MEFs provenant de souris p2F’ entrent en sénescence selon une cinétique
identique aux cellules de type sauvage. L’activation de l’oncogène Ras induit tout de même
la sénescence chez les MEFs p2F’ , mais pas chez les MEFs p5Y’ suggérant ainsi que le
stress oncogénique déclenche plusieurs processus d’arrêt de croissance via p53 [244).
Confirmant cette hypothèse, l’expression d’un mutant de p53 permettant toujours
l’induction de p21 bloque tout de même la sénescence des cellules humaines [245].
D’autres cibles de p53 pourraient donc contribuer à l’apparition du phénotype de
sénescence.
5.1.6.3 PAl-1
Considérée depuis longtemps comme un marqueur de la sénescence, la protéine
PAl-1 (plasminogen activator inhibitor-]) est une cible directe de p53 [229, 246). PAl-1
inhibe l’activité de la protéase sécrétée uPA (urokinase type plasminogen activator) dont
l’expression déclenche une cascade de signaux mitogéniques impliquant l’activation de
PI(3)K et PKB/AKT et l’inhibition subséquente par phosphorylation en sérine 9 de GSK33.
G$K3f3 contrôle la dégradation et l’exclusion nucléaire de la cycline Dl via une
phosphorylation inhibitrice en thréonine 286 [247]. La déplétion de PAl-l permet
l’échappement à la sénescence réplicative et cause une activation soutenue de la voie
PI(3)K-PKB-GSK313 ainsi que la rétention nucléaire de la cycline Dl. De plus, les cellules
sénescentes montrent des niveaux réduits de PKB activé, de phospho-GSK33 ainsi
qu’une réduction de cycline Dl nucléaire. Confirmant l’importance de cette voie lors de
l’établissement de la sénescence, la surexpression de PAT-l, PIEN ou GSK313 cause la
sénescence chez les cellules normales ou p53’ montrant que cette voie se situe en aval de
p53.L’expression de p21 dans les cellules exprimant un shRNA contre PAl-l déclenche
l’entrée en sénescence ce qui indique que les voies des p21 et PAl-1 sont indépendantes
bien qu’elles semblent converger vers l’inactivation des complexes cycline/CDK [115].
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5.1.6.4 PML
Le produit du gène promyeÏocytic leukemia (PML) agit en amont de p53 en
stimulant son activité par son recrutement aux corps nucléaires PML (PML-NBs).
Toutefois, PML est également une cible transcriptionnelle de p53 permettant de
potentialiser ses effets anti-prolifératifs. Le promoteur de PML possède donc des sites de
liaison à p53 permettant l’induction de PML en réponse aux oncogènes ainsi qu’au
dommage à l’ADN. De plus, l’absence d’expression de PML diminue la capacité des
cellules à déclencher les processus de sénescence ou d’apoptose en réponse à l’activation
de p53 [248]. PML constitue donc un autre médiateur important des fonctions de
suppression tumorale de p53. Une revue de la littérature est consacrée à PML plus loin dans
cette thèse.
5.2 INK4b/ARf/INK4a : Un Iocus suppresseur de tumeur
Le locus INK4b/ARF/INK4a, situé sur le chromosome 9 chez l’humain et sur le
chromosome 4 chez la souris, représente un des sites les plus fréquents de délétion lors de
cancers (revue dans [2491). Initialement, deux gènes furent identifiés pouvant représenter
des suppresseurs tumoraux potentiels à l’intérieur d’une région de 40kb, soit INK4a et
INK1b [250-253]. Ces gènes encodent pour les protéines 161NK4a et 151NK4b qui partagent
un degré élevé de similitude au niveau des acides aminés. Au moment de leur localisation
au chromosome 9, la classe d’inhibiteurs INK4 était déjà connue pour leur capacité à
inhiber les kinases Cdk4 et Cdk6 [254]. La découverte subséquente des nombreuses
mutations non-sens de 16lNK4a chez des cas familiaux de mélanomes confirmait le rôle
important de cette protéine dans les mécanismes de suppression tumorale [255, 256].
Toutefois, les protéines p16Nl(4a et ne constituent pas les seuls
suppresseurs tumoraux localisés à ce locus situé au 9p2l. La découverte d’un premier exon
alternatif supplémentaire situé avant le premier exon de JNK4a a révélé la présence de ARF
(aussi nommé 14A1 chez l’humain et pl9” chez la souris) [257]. Cette protéine possède
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son propre promoteur et premier exon (exon 1(3), mais partage les deuxième et troisième
exons avec 16LNK4a (figure 4). Tel que son nom l’indique (Ïternative eading Erame),
ARF est traduit dans un cadre de lecture différent de celui utilisé par 16INK4a générant
donc une protéine totalement différente ne partageant pas d’homologie avec pi 6INK4a
La suppression de l’exon 1(3 de ARF chez la souris augmente l’apparition de
tumeurs spontanées et induites [7, 257] comme il fut démontré par la délétion des exons 2
et 3 (souris 16INK4a/ et p19j [258]. Le locus INK4b/ARF/INK4a code donc pour
plusieurs protéines possédant une activité anti-tumorale.
5.2.1 Les activateurs du Iocus INK4b/ARf/INK4a
5.2.1.1 Ras, Raf, p38
La voie de signalisation oncogénique de Ras cause l’activation transcriptionnelle de
INK4a chez les fibroblastes primaires humains et murins afin d’induire la sénescence [96].
Les membres situés en aval de cette voie de signalisation, soit Raf et MEK, activent
également INK4a proposant ainsi que l’activation de la cascade Ras/Raf/MEK mène à la
phosphorylation et la stimulation d’un facteur de transcription pouvant réguler INK4a [99,
100, 259]. Le facteur de transcription Ets2 est activé par la voie de Ras et active le
promoteur de INK4a [260]. Toutefois, l’accumulation de 16INK4a suivant l’activation de
Ras s’effectue sur plusieurs jours et est donc beaucoup plus lente que la cinétique
d’activation d’une cascade de phosphorylation.
La voie de signalisation déclenchée par l’expression de Ras augmente également les
niveaux de 1514b [261, 262] et ARF [196, 263, 264] chez la souris. Le facteur de
transcription DMP 1 activé par Ras peut lier le promoteur de ARF et est responsable de
l’induction de pl9’’ suivant l’activation de Ras [265, 266].
36
Figure 4. Régulateurs et organisation du locus INK4b/ARF/INK4a. Les régions
codantes sont indiquées en gris pour p15 INK4b noir pour ARf et orange pour p16 1N1(4a
tandis que les régions non transcrites sont en blanc. Les différents régulateurs du locus sont













































Le facteur de transcription Myc lie la séquence consensus nommée boîte E sur
l’ADN afin de réguler la transcription. Le promoteur et le premier intron de JNK4a
contiennent chacun une boîte E canonique pouvant être liée par Myc lorsque ce dernier est
surexprimé [268] augmentant ainsi les niveaux d’expression de 16 K4a [11, 269]. Myc
induit également l’expression de p19’ [270]. La régulation des niveaux de 16tNK4a et
19ARF par Myc est cependant complexe puisque Myc augmente également les niveaux du
répresseur du locus Bmi-l créant ainsi un circuit de régulation. La surexpression, en
fonction des niveaux de WRN, comme la diminution des niveaux de Myc sont donc
associées à l’entrée prématurée en sénescence causée par l’augmentation des niveaux de
161NK4a [268, 269].
Au niveau du gène INK4b, Myc possède une activité répressive et bloque
l’association du facteur de transcription Miz-1 au promoteur. L’activation de ce promoteur
induit par TGF-3 est attribuée à la diminution de Myc et au recrutement de différents
facteurs au promoteur de INK4b [27 1-273].
5.2.1.3 E2F
La corrélation qui existe entre les niveaux de ARF et l’inactivation de Rb par des
oncoprotéines virales suggère la présence d’un mécanisme de régulation de ARF par les
membres de la famille E2F [274]. Il a été démontré par immunoprécipitation de la
chromatine que différents membres des E2fs sont liés au promoteur de ARf [275-277].
Puisqu’il existe un réseau complexe entre les différents E2f s, l’activation directe
(indépendante de la synthèse protéique de novo) de ARE n’a pu être démontré que pour
E2f 1 [278]. De plus, la surexpression de E2f 1 cause l’accumulation de ARE [279, 280] et
force l’entrée prématurée en sénescence d’une façon dépendante de p14’’ [11 1].
L’activation aberrante de la (3-caténine permet également l’entrée en sénescence et
l’augmentation des niveaux de ARE d’une manière partiellement dépendante de E2f [109].
Toutefois, l’activation transcriptionnelle de ARf par les E2fs n’est pas classique, car les
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niveaux de ARE ne varient pas lorsque les cellules réintègrent le cycle cellulaire, tel
qu’habituellement observé pour les gènes ciblés par les E2Fs. De plus, les niveaux
endogènes de E2f répriment habituellement p1941 [281]. En fait, E2f 3 occupe
normalement le promoteur de ARF afin de réprimer son expression [275]. L’induction de
ARE par les E2Fs doit donc impliquer d’autres facteurs, un seuil critique d’activation ou
même l’intégration d’autres signaux afin d’être pleinement efficace.
5.2.2 Les répresseurs du locus INK4b/ARf/INK4a
5.2.2.1 p53
Un régulateur important du locus INK4b/ARF/INK4a est p53, ce qui crée une boucle
de réponse négative afin de contrôler les niveaux d’activation de p53. Les cellules murines
et humaines dont p53 est inactivé démontrent des quantités élevées de ARE. La
réintroduction de p53 dans ces cellules entraîne la diminution de ARE selon un mécanisme
encore mal défini [282].
5.2.2.2 Idi
La capacité de certains facteurs à contrer des activateurs permet la répression du
locus INK4b/ARf/INK4a. La protéine IDI joue ce rôle en s’opposant à l’activité de Ets2 au
niveau de INK4a [260]. De plus, la délétion du gène IDY chez la souris cause une
augmentation des niveaux de p16 INK4a et la sénescence [283].
5.2.2.3 Pokemon/TBX2/TBX3
Le répresseur transcriptionnel PokemonIZBT7B cible le promoteur de ARF afin de
contrôler ses niveaux d’expression. De plus, la perte de Pokemon chez les MEF s provoque
une entrée en sénescence pouvant être renversée par la perte de ARf [284]. Outre les sites
de liaison à Pokemon, le promoteur de ARf possède également des sites de liaison aux
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protéines TBX (T-Box). Les protéines TBX2 et TBX3 régulent ARf à partir d’une variante
de boîte T [285-287]. Bien que ces études portent principalement sur la régulation de ARF
par ces protéines, TBX2 semble également apte à réprimer INK4b et INK4a. De plus, il est
intéressant de noter que la capacité de TBX2 à restreindre l’expression de
INK4b/ARf/INK4a fut identifiée lors d’un criblage d’une banque d’ADNc permettant
d’échapper à la sénescence prématurée des MEFs Bmi-F’ [287]. Comme TBX2, 13X3
empêche l’entrée en sénescence [286].
5.2.2.4 Domaine de régulation et Cdc6
La proximité des trois gènes dans le locus JNK4b/ARf/INK4a permet la régulation
globale du locus par différents événements de remodelage de la chromatine. La découverte
d’une origine de réplication de l’ADN adjacente àINK4b a révélé la présence d’un élément
régulateur important du locus. Ce nouveau domaine de régulation est lié par Cdc6 ce qui
permet le recrutement de HDAC1/2, la formation d’hétérochromatine (H3K9me3) et donc
la répression des trois gènes du locus [28$].
5.2.2.5 Protéines Polycomb
La répression de INK4b/ARF/INK4a peut également survenir par le recrutement de
répresseurs transcriptionnels membres du complexe Polycomb.Ce complexe génère et
reconnaît les modifications des histones associées à la chromatine transcriptionnellement
silencieuse. La protéine Bmi- 1, un membre de la famille Polycomb initialement identifié
comme un oncogène coopérant avec Myc [289, 290], régule le locus INK4b/ARF/INK4a.
Les protéines du groupe Polycomb peuvent être séparées en deux classes. Tout d’abord, le
complexe répressif Polycomb 2 (PRC2) comprenant les protéines EED, SUZÎ2 et EZH2
permet la méthylation en lysine 27 de l’histone R3. Par la suite, ces sites permettent le
recrutement du complexe PRCY grâce au chromodomaine des protéines CBX2, 4, 6, 7 et 8.
En plus des protéines CBX, le complexe PRC1 est composé des protéines RING1aJb,
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PHd-3 et PCGF1-6 dont font partie Mell$ (PCGF2) et Bmi-l (PCGf4). La délétion de
Bmi-1 chez la souris cause l’apparition rapide des marqueurs de sénescence accompagnée
par une augmentation remarquable des niveaux de 154b, 19ARF et p16INK4a tandis que
la suppression de INK4a/ARf rétablit le potentiel prolifératif des cellules Bmi-F’ [291]. De
plus, la surexpression de Bmi-l accroît la longévité des cellules en culture selon un
mécanisme impliquant l’inactivation de la voie de Rb [292].
La suppression génétique chez la souris de plusieurs membres de la famille
Polycomb a renforcé notre compréhension de l’importance de cette famille dans la
régulation du locus INK4b/ARf/INK4a. Par exemple, la délétion des gènes CBX2/M33,
Me118, PHC2 et RING1b cause des défauts d’hématopoïèse ou de prolifération des MEFs
attribuables du moins en partie à la dérépression de INK4a/ARf [291, 293-295]. Toutefois,
il fut reporté que Mell8 réprime Bmi-1 causant ainsi une augmentation des niveaux de
et 16[NK4a et donc l’entrée en sénescence [296]. Ces données apparemment
contradictoires cachent probablement un réseau complexe de régulation et nécessitent
d’être approfondies.
Plusieurs membres de la famille Polycomb semblent impliqués dans la régulation du
locus INK4b/ARF/INK4a lors de la sénescence. Le criblage d’une banque d’ADNc afin de
trouver de nouveaux gènes permettant de contourner la sénescence a permis d’identifier
CBX7. La déplétion de CBX7 induit la sénescence prématurée via l’augmentation des
niveaux de 16INK4a et 14ARF [297]. La protéine CBX$ bloque également l’entrée en
sénescence en liant le locus INK4a/ARF [298]. Dans les cellules normales, les protéines
Polycomb tapissent le locus INK4b/ARf/INK4a, mais sont dissociées chez les cellules
sénescentes [299]. Les niveaux de Bmi-1, CBX7 et de EZH2, la méthyltransférase
permettant de modifier l’histone H3, diminuent chez ces cellules ce qui explique la
dissociation observée des protéines Polycomb lors de la sénescence [292, 297, 299, 300].
Confirmant ce modèle, la déplétion de EZH2 ou de SUZY2 induit la sénescence
prématurément [299].Le mécanisme par lequel les cellules sénescentes diminuent les
niveaux de Bmi- 1, CBX7 et EZH2 demeure toutefois inconnu, mais on sait que l’ablation
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du co-activateur transcriptionnel Cited2 diminue Bmi-1 et Mell8 causant ainsi l’entrée en
sénescence [301] tandis que p53 réprime le gène encodant EZH2 [302]. L’étude de facteurs
contrôlant les niveaux protéiques des Polycomb, comme PASG dont la suppression cause la
diminution de Bmi-l et la sénescence [303], permettra de mieux comprendre les
mécanismes impliqués dans la régulation du locus INK4b/ARF/JNK4a lors de la
sénescence.
5.3 Le suppresseur tumoral Rb
Le gène du rétinoblastome (Rb) fut découvert chez des jeunes enfants atteints de
tumeurs de l’oeil [304]. Le suppresseur tumoral Rb est le prototype d’une famille de
protéinespocket incluant p107 et p130. Rb présente une forte homologie avec p107 et p130
particulièrement dans le domaine pocket. Ce grand domaine de Rb (acides aminés 395-$76)
permet son association avec E2f. Les protéines E2Fs sont des facteurs de transcription liant
le site consensus TTTCGCGC sur l’ADN [305]. L’activité de E2F provient d’une famille
de facteurs de transcription hétérodimériques où chaque dimère est formé d’un membre la
famille E2F lié à un membre de la famille D?. Chez les mammifères, huit membres forment
la famille E2F (E2F-1 à 8) tandis que seulement deux membres de la famille D? (DP-1 et
2) ont été caractérisés. Cette famille de facteurs active la transcription de nombreux gènes
impliqués dans la régulation du cycle cellulaire dont cycline A, cycline E, E2F, Cdc2 et
Cdc25A, ainsi que des enzymes impliquées dans la synthèse de l’ADN telles la
dihydrofolate réductase, l’ADN polymérase a et la thymidine kinase, et des protéines
essentielles à la réplication de l’ADN comme Cdc6, PCNA, ORCI et les protéines MCMs.
Des gènes impliqués dans l’apoptose dont Apafl, p73 et ARF sont également sous le
contrôle de E2f (pour une revue [306]).
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5.3.1 Les sous-groupes de la famille E2F
La famille E2F peut être subdivisée en différents sous-groupes selon leur activité.
Tout d’abord, E2f 1, 2 et 3 forment le groupe des E2Fs activateurs et sont requis pour
l’activation de gènes impliqués dans la transition GuS. La perte de ces trois E2Fs
activateurs résulte en l’arrêt du cycle cellulaire [307]. De plus, la surexpression de E2F1, 2
ou 3 dans des fibroblastes quiescents immortalisés provoque l’entrée en phase S [308].
Toutefois, le locus E2F3 encode pour les protéines E2f3a et E2f3b qui possèdent des
fonctions différentes. E2F3a est un activateur transcriptionnel surtout exprimé en phase S
tandis que E2F3b agit comme répresseur et ses niveaux ne semblent pas varier en fonction
du cycle cellulaire. Rb permet la régulation de l’activité des E2Fs activateurs ainsi que celle
de E2F4.
E2F4 et 5 quant à eux possèdent une activité répressive. Leur surexpression dans
des fibroblastes quiescents ne permet pas l’entrée en phase S [308J. En fait, le rôle majeur
de E2f4 et 5 s’avère être l’induction de la sortie du cycle cellulaire ainsi que la
différenciation [309-311]. Les protéines p107 et p130 sont responsables de contrôler
l’activité de E2F4 et 5. E2F6, 7 et 8 disposent également d’une activité répressive [312-
314]. E2F6, 7 et 8 ne semblent toutefois pas être régulés par les membres de la famille Rb.
5.3.2 Contrôle de l’activité E2F
La régulation de l’activité E2f est dictée par les niveaux de phosphorylation de Rb.
Sous sa forme hypophosphorylée, Rb lie et inhibe E2f, tandis que la phosphorylation de Rb
permet le relâchement de E2F afin de permettre l’expression de gènes permettant l’entrée
en phase $ [315, 316]. La phosphorylation survient suite à l’action de signaux mitogéniques
convergeant vers la machinerie du cycle cellulaire composée des complexes cycline
D/CDK4 ou CDK6 en phase G1 précoce et cycline E/CDK2 en phase Gi tardive (revue
dans [317]).
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5.3.2.1 Régulation de l’activité cycline/CDK
L’activité des complexes cycline/CDK est régulée par les membres de la famille
INK4 et Cip/Kip. Les protéines INK4, dont font partie p164a [254], 15INK4b [252],
py$INK4c [31$ 319] et y9INK4d [319, 320], inhibent l’activité catalytique de CDK4 et
CDK6. Le rayon d’activité de la famille Cip/Kip est cependant plus étendu et affecte
l’activité des kinases dépendantes des cyclines A, E et D. La famille Cip/Kip inclut 21C1P1
[233, 234], 27KJP1 [321, 322] etp572 [323, 324].
Bien que Rb, p107 et p130 ne régulent pas l’activité E2f de façon totalement
identique, ces trois protéines démontrent une certaine redondance au niveau de la régulation
du cycle cellulaire. Les fibroblastes n’exprimant pas Rb ou plO7/pl3O conservent la
capacité d’arrêter la progression du cycle cellulaire en G0/G1, tandis que la perte des trois
protéines pocket permet le contournement de la sénescence et rend les cellules immortelles
[325, 326]. Bien que l’ablation du gène de Rb ou p107 n’a aucun effet sur l’établissement
de la sénescence induite par Ras chez la souris, la perte combinée de Rb et p107 bloque
l’entrée en sénescence induite par cet oncogène [327].
5.3.3 Rb et sénescence
De nombreuses oncoprotéines virales, dont E1A, antigène grand T et E7, possèdent
un motif LXCXE permettant la liaison et l’inactivation de Rb. Or, ces protéines possèdent
la capacité de contourner les sénescences réplicative et prématurée suggérant l’implication
de Rb lors de ces phénomènes. La réintroduction de Rb dans des lignées cellulaires
n’exprimant pas Rb est suffisante pour causer l’entrée en sénescence et ce même en
absence de p53 [328]. De plus, Rb est maintenu dans son état hypophosphorylé lors de la
sénescence [329]. L’hypophosphorylation de Rb chez les cellules sénescentes est causée
par la diminution de l’expression de nombreuses cyclines ainsi que de plusieurs CDKs dont
les CDK2 et CDK4 [330-332]. Toutefois, la plus importante cause du maintien
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de Rb sous sa forme hypophosphorylée lors de la sénescence est l’induction des niveaux de
p21, 15INK4b et py6INK4a [238, 262].
Le maintien de Rb sous sa forme hypophosphorylée lors de la sénescence permet
l’inhibition de l’activité E2F. Or, il a été démontré qu’une réduction globale de l’activité
E2F par déplétion de DPi induit la sénescence de fibroblastes normaux et de cellules
cancéreuses en absence de p53 et Rb [333]. De plus, l’expression du facteur hDRIL1
stimule l’activité E2F et permet le contournement de la sénescence induite par Ras [334].
La régulation des E2Fs représente donc un élément important du processus de sénescence.
5.3.4 Rb et formation de i’hétérochromatine associée à la sénescence
La sénescence cellulaire est caractérisée par un arrêt permanent de la croissance.
Des domaines spécialisés d’hétérochromatine, nommés foyers d’hétérocbromatine associés
à la sénescence (SAHf), semblent contribuer à la sortie irréversible du cycle cellulaire en
permettant la répression de gènes promouvant la prolifération. Selon des études récentes,
chacun des foyers est le résultat de la condensation d’un chromosome unique [335, 336].
De plus, la présence de SAHF est observable lors de l’apparition du phénotype de
sénescence in vivo [261].
Les SAHF contiennent de nombreux marqueurs d’hétérochromatine associés à la
répression transcriptionnelle dont une structure compacte observable suite à la coloration de
l’ADN, l’hypo-acétylation des histones, la méthylation de la lysine 9 de l’histone H3, la
protéine de l’hétérochromatine HP1 et la variante d’histone macroll2A [337, 338]. La
formation de SAHf coïncide avec le recrutement de protéines de I’hétérochromatine,
comme HP 1, ainsi que de Rb aux promoteurs ciblés par E2f et est associée à la répression
des gènes cibles de E2F dont cycline A, PCNA et Mcm3 [338]. De plus, la formation de
SAHf dépend principalement de l’intégrité de la voie de Rb [338], bien que la voie de p53
semble également impliquée [339]. Plusieurs facteurs sont engagés dans la formation de
SAHf. Tout d’abord, les protéines HMGA s’accumulent dans la chromatine des cellules
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sénescentes et sont des constituants structuraux essentiels aux SAHf [340J. Les cellules
sénescentes arborant la présence de SAHF possèdent des niveaux élevés de HMGA liés à la
chromatine ainsi que la perte d’histone Hi [335]. Ces deux protéines compétitionnent pour
un site commun de liaison, soit l’ADN inter-nucléosomique. Les protéines HIRA et A$f la
contribuent également à la formation de SAHf [337] tandis que la prohibitine permet le
recrutement de HPYy [341]. La prohibitine est une protéine pouvant interagir avec Rb et
E2F [672] afin de recruter différents répresseurs dont HDAC1 et NCoR [673]. La
prohibitine participe également au remodelage de la chromatine via le recrutement de Brg- 1
et Brm [674], deux enzymes ATP-dépendantes modulant la répression des cibles de E2FÏ
[675].
5.3.5 Connexion des voies de Rb et de p53
Bien que p53 et Rb puissent induire des programmes de suppression tumorale
indépendants, plusieurs éléments relient ces deux voies majeures. Tout d’abord, la capacité
de Rb à bloquer l’activité E2F dépend de son état de phosphorylation et donc de l’activité
des complexes cycline/CDK. Les inhibiteurs de ces complexes à activité kinase, dont fait
partie p21, contribuent donc à l’activation de Rb [235]. Or, p21 constitue une cible
transcriptionnelle classique de p53 [233]. L’activation de p53 permet donc de contrôler
l’activité de Rb.
En plus de mener à la dégradation de p53 par ubiquitination, Mdm2 interagit avec
Rb afin de stimuler sa dégradation d’une façon ne dépendant pas de l’ubiquitination [342,
343]. La protéine Mdm2 contrôle donc les voies de p53 et de Rb ce qui en fait un oncogène
puissant.
La protéine Rb est également impliquée dans la régulation de l’activité de p53. Le
promoteur du gène ARf est sous le contrôle de E2F-1 [280]. Une forte activité E2F conduit
donc à l’augmentation des niveaux de p14 qui peut lier le complexe Mdm2-p53 afin de
stabiliser p53. Ce lien entre les voies de p53 et de Rb permet d’activer p53 en cas de perte
d’expression de Rb.
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5.3.6 Importance relative des axes p16(4aRb et 14ARF/19ARf..53 dans la
suppression tumorale chez l’humain et la souris
La comparaison des mécanismes de suppression tumorale déclenchés chez l’humain
et la souris a permis de déceler des différences dans la contribution de 16lNK4a et
14119A
chez ces deux espèces. En fait, la protéine 16INK4a semble être plus
importante lors de la suppression tumorale et la sénescence chez l’humain, tandis que
y9ARf joue un rôle proéminent chez la souris.
Chez la souris, de nombreuses données suggèrent que 19A1 joue le rôle
prépondérant de suppresseur tumoral. La caractérisation des souris chez lesquelles
différents exons du locus INK4b/ARf/INK1a furent supprimés montre que les trois gènes
confèrent, selon différentes efficacités, une protection contre la formation de tumeurs [7,
344-346]. Bien que p19’”’ semble posséder la plus forte activité de suppression tumorale,
la comparaison de la susceptibilité à former des tumeurs est exacerbée chez les souris
double mutantes py6INK4a//Ç19ARF/ comparativement aux souris pl9” [347]. De plus,
l’étude des capacités prolifératives des cellules dérivées des différentes souris mutantes au
niveau du locus montre que les cellules p19 sont immortelles et non les cellules
pl6t4a ou 154b [7, 344-346].
Bien que l’expression de y6lNK4a [100, 348] ou 14ARF [111] soit suffisante pour
causer la sénescence dans les cellules humaines, la protéine 16tNK4a paraît plus importante.
Chez l’humain, malgré le fait que le locus INK4b/ARF/INK4a est fréquemment
complètement supprimé dans de nombreux cancers, la grande majorité des mutations
ponctuelles et altérations intragéniques ciblent INK4a plutôt que INK4b et ARF. De plus,
les cellules n’exprimant pas pl&4a sont résistantes à la sénescence induite par Ras [349].
Finalement, l’expression de Ras dans les cellules humaines n’induit pas d’augmentation
notable des niveaux de pl4’’ [90, 349, 350], contrairement à ce qui est observé chez les
cellules de souris.
De plus, l’inactivation de la voie de p53 ou de Rb est suffisante au contournement
de la sénescence induite par Ras chez les cellules de souris tandis que la majorité des
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fibroblastes humains requièrent l’inhibition des deux voies afin de ne pas entrer en
sénescence [9]. Ces données suggèrent que les voies de p53 et Rb sont organisées de façon
linéaire chez la souris mais constituent deux voies parallèles chez l’humain. Tous les types
de fibroblastes humains ne se comportent toutefois pas de la même façon en réponse à
l’oncogène Ras. Par exemple, chez différentes souches de fibroblastes de prépuce humain,
la sénescence induite par Ras peut dépendre de p53 ou Rb [9], nécessiter uniquement p53
[351] ou même ne pas avoir lieu [352].
La stabilité du phénotype de sénescence présente également des différences chez les
espèces humaines et murines. L’ inactivation de p53 ou Rb chez les MEF s sénescents cause
le renversement du phénotype de sénescence et l’entrée du cycle cellulaire [353, 354], ce
qui suggère que ces voies sont non seulement impliquées dans l’entrée en sénescence, mais
sont également responsables du maintien du phénotype. Cependant, chez l’humain, lorsque
la voie de Rb est pleinement engagée, particulièrement via 1 6INK4a la sénescence devient
irréversible et ne peut être renversée par l’inactivation subséquente de p53 ou Rb [355,
356]. Toutefois, cette inactivation subséquente de p53 ou Rb chez les cellules sénescentes
humaines permet la synthèse de l’ADN sans pourtant proliférer, suggérant la présence
d’une seconde barrière en G2/M [355]. Or, la voie de pl6lNK4aRb contribue au maintien du
programme de sénescence afin de le rendre irréversible en induisant une boucle de rétro-
activation positive entre la génération de ROS et l’activation de PKC. Cette boucle
activatrice est maintenue suite à l’inactivation subséquente de Rb et mène à la réduction des
niveaux de WARTS/LATSY, une kinase requise pour la cytocinèse, créant ainsi une
seconde barrière contre la transformation [357].
Ces données montrent la prédominance de l’axe ARF-p53 chez la souris tandis que
les cellules humaines semblent privilégier l’axe INK4a-Rb tout en activant p53 lors de la
sénescence.
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5.4 La protéine PML
5.4.1 Leucémie promyélocytique aigue et PML
Le gène FML (promyelocytic teukemia) fut initialement identifié comme partenaire de
fusion du gène du récepteur de l’acide rétinoïque (RAR) lors de la translocation
chromosomique t( 15; 17) présente chez les patients atteints de leucémie promyélocytique
aigu (APL) [35$-363]. La protéine de fusion résultante PML-RARu est suffisante à
l’induction de leucémies lorsque surexprimée chez des souris transgéniques [364]. Le locus
PML s’étend sur plus de 35 kb et contient neuf exons. Plus d’une quinzaine de transcrits de
FYL sont générés par épissage alternatif [365]. Tous les isoformes de PML possèdent la
même portion N-terminale mais diffèrent dans leur portion C-terminale (f igure 5A). Le
domaine N-terminal commun à tous les isoformes contient un motif RBCC. Ce domaine est
composé d’un motif doigt de zinc RING suivi de deux doigts de zinc Bi et B2 qui
précèdent un motif en hélice de type coiÏed-coiÏ. Presque tous les isoformes de PML
forment des sous-domaines à l’intérieur du noyau nommés corps nucléaires PML (PML
NBs) [366]. De façon surprenante, seul l’isoforme PML-VII possède une distribution
cytoplasmique [365, 367, 368]. L’isoforme PML-I possède quant à lui une localisation
cytoplasmique et nucléaire due à la présence d’un signal d’exclusion nucléaire [369].
5.4.2 Le domaine RING Structure et fonction
PML est un des membres fondateurs de la famille de protéines possédant un
domaine RING (realÏy interesting new gene). Ce domaine se distingue par la présence d’un
motif doigt de zinc de type C3HC4 ou plus précisément par la séquence consensus
CX2CX(939)CX(l 3)HX(23 )C/HX2CX(448)CX2C (figure 5B). Récemment, de nombreux
laboratoires étudiant différents processus cellulaires ont émis l’hypothèse que les protéines
à domaine RING pourraient permettre le transfert de groupements ubiquitines à différents
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Figure 5. Représentation schématique des différents isoformes de PML montrant
l’assemblage des exons. A) Les domaines RBCC contenant le motif RING (R), les deux
doigts de zinc (BI et B2) ainsi que le motif coited-coil (CC) sont présents dans tous les
isoformes. Les sites de sumoylation (K65, K160 et K490) ainsi que les sites de
phosphorylation par Chk2 (S 117) et CK2 ($517) sont indiqués. Le signal de localisation
nucléaire (NLS) et le domaine de liaison à SUMO (SBM) sont également montrés. L’intron
7ab* est conservé chez quelques isoformes. De plus, plusieurs isoformes peuvent exister
sans l’exon 5 et/ou sans les exons 5 et 6 et/ou sans les exons 4, 5 et 6. La classification des
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substrats protéiques. La liaison entre l’activité ubiquitine ligase et le domaine RING a été
démontrée pour de nombreuses protéines dont COP1 [182], PirH2 [183], Mdm2 [174],
Rbxl [371, 372] et Cbl [373-375]. De plus, certaines SUMO (small ubiquitin-like ,nodfier)
ligases de type E3, telle PIAS, possèdent également un domaine RING et requièrent ce
domaine afin de permettre le transfert de groupements SUMO [376]. Toutefois, une telle
activité ubiquitine ligase ou SUMO ligase n’a pas encore été observée dans le cas de PML.
Le domaine RING de PML participe toutefois à la liaison de nombreux facteurs cellulaires
tels eIF4E [377] et Ubc9 [378]. Le domaine RING est également requis pour la
sumoylation de PML ainsi que pour la formation des corps nucléaires PML [378-3 82].
5.4.3 PML forme des structures sub-nucléaires
Le noyau, tout comme le reste de la cellule, est formé de compartiments et structures
hautement organisés. Plusieurs structures sub-nucléaires ont d’ailleurs été associées à
différentes fonctions biochimiques.
PML forme des sous-domaines nucléaires nommés corps nucléaires PML (PML
NBs), domaines oncogéniques PML (POD), corps Kremer (Kr) ou domaines nucléaires 10
(ND1O) [366, 383, 384]. Ces domaines en forme de beigne constituent des structures
d’environ 0,2 à 1m de diamètre et on peut en compter entre 10 et 30 par cellule, bien que
leur nombre et leur taille varient en fonction du cycle cellulaire [385, 386]. PML est requis
à la formation des PML-NBs, car ces structures sont absentes des cellules de souris PML
et sont reformées suite à la réintroduction de PML. Il est également clair que la sumoylation
de PML constitue un événement crucial à la formation des PML-NBs puisque l’expression
d’un mutant non sumoylable de PML est insuffisante à la reconstitution de ces structures
[381, 382, 387]. Confirmant le rôle critique de la sumoylation dans la formation des PML
NBs, les cellules n’exprimant pas l’enzyme de conjugaison de type E2 de groupements
SUMO, Ubc9, n’arborent pas de PML-NBs [388]. La sumoylation constitue donc un
processus primordial à la formation des PML-NBs. De plus, PML possède trois sites de
sumoylation situés dans les domaines RING (K65), Bi (K160) et coiled-coiÏ (K490) [389].
Bien que la sumoylation in vivo de la lysine 65 est controversée, les lysines 160 et 490
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représentent les sites majeurs de modification par SUMO. La découverte récente d’un motif
consensus de liaison à SUMO dans la partie C-terminale de PML a permis de proposer un
modèle expliquant la formation des PML-NBs [380]. Selon ce modèle, PML joue un rôle
structural dans la formation des PML-NBs par sa capacité à former des dimères ainsi que
par la formation de liaisons non covalentes entre le domaine de liaison à SUMO et les
formes sumoylées de PML. Par la suite, les domaines de liaison à SUMO de PML peuvent
recruter d’autres protéines sumoylées telles que Daxx et p53. De plus, les nombreux sites
de sumoylation de PML constituent des sites d’ancrage pour les protéines contenant des
motifs de liaison à SUMO. La modification par SUMO est donc l’élément clef permettant
la création des structures complexes que sont les PML-NBs.
5.4.3.1 Les corps nucléaires PML: entrepôts nucléaires?
À ce jour, plus d’une cinquantaine de protéines logent dans les PML-NBs et la
fonction de plusieurs de ces protéines semble être régulée par PML (Tableau II). Le grand
nombre de protéines localisant aux PML-NBs suggère que ces structures représentent de
larges entrepôts nucléaires pour des protéines régulatrices [390]. À partir de ce modèle
général, plusieurs variations peuvent être avancées. Tout d’abord, les PML-NBs pourraient
1) séquestrer des facteurs hors du nucléoplasme afin de moduler leur concentration active.
Par exemple, la forme phosphorylée de Akt localise aux PML-NBs limitant ainsi son
activité nucléaire [391]. Les PML-NBs 2) constitueraient des sites de modification
permettant de contrôler l’activité des facteurs cellulaires. La présence de la phosphatase
PP2a, qui a pour substrat Akt et inhibe son activité, en est un bon exemple
[391].L’activation de p53 via l’acétylation par CBP et la phosphorylation par Chk2 et
HIPK2 appuient également ce modèle [165, 392, 393J. 3) Les PML-NBs favoriseraient la
formation de larges complexes fonctionnels en réunissant différents facteurs comme c’est le
cas lors de la répression transcriptionnelle causée par Mad où PML forme un complexe de
répresseurs [394].
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Tableau II. Protéines interagissant avec PML ou transitant dans ]es corps nucléaires
PML (PML-NBs).
Protéine ActïvïtélFonction biologique Références
SplOO Régulation transcriptionnelle [395]
SUMO Structure [396-39$]
Ubc9 E2 SUMO ligase/localisation, structure [37$]
CBP Acétyltransférase/activation de p53 [399-40 1]
p53 Facteur de transcription/suppression tumorale [90, 165, 402-4041
p73 Facteur de transcription [405, 406]
Daxx Apoptose [382, 407-4091
HAUSP Dé-ubiquitination [410]
Mdm2 Ubiquitination/dégradation de p53 [411-413]
Lii Recrutement de PML au nucléole après dommage [414]
à l’ADN
HIPK2 Kinase/phosphorylation de p53 [415, 416]
Rb Répression de la transcription par E2F [90, 417, 418]
c-Ski Répression transcriptionnelle [3941
N-CoR Répression transcriptionnel le [394]
mS in3 A Répression transcriptionnelle [394]
HDAC I Répression transcriptionnelle [394J
RIRA Formation de l’hétérochromatine [337]
HPla, 3 ety Formation de l’hétérochromatine [337, 419]
Suv39HI Histone méthyltransférase /formation de [4201
1’ hétérochromatine
Myc Facteur de transcription [421, 422]
eIF4e Traduction [377, 423, 424]
yH2AX Histone/réponse de dommage à l’ADN [425]
Mrel 1 Réponse de dommage à l’ADN [425, 426]
NBSI Réponse de dommage à l’ADN [426]
Chk2 Réponse de dommage à l’ADN [393, 427]
Brcal Réponse de dommage à l’ADN et réparation [428]
TRF1/2 Protection des télomères [429]
BLM Réparation par recombinaison homologue [382]
TopBPI Réplication et réparation de l’ADN [4301
PRMT1 Arginine méthyltransférase/Iocatisation de Mrel 1 [4311
PP2a Protéine phosphatase [3911
pAkt Kinase/transducteur du signal [391]
mTOR Kinase/régulation de la synthèse protéique [432]
LEF1 Facteur de transcription [433]
PIASy E3 SUMO tigase [433]
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PML et les PML-NBs sont impliqués dans de nombreux processus dont la
prolifération cellulaire, l’apoptose, la stabilité génomique et la sénescence. Il est
remarquable que les différentes activités biochimiques de PML convergent dans la
promotion de différents programmes de protection anti-tumorale [434].
5.4.4 Régulation de l’expression de PML
L’expression de PML est modulée en fonction de différents stress comme les
infections virales [435], les chocs thermiques [436], l’irradiation par des rayonnements
ionisants [437] et lors du cycle cellulaire où PML semble s’accumuler durant la phase Gl
[386].
L’analyse approfondie du promoteur de PML a permis de mettre en évidence la
présence d’éléments de réponse aux interférons (interferon stimulated response element;
I$RE) ainsi que des sites de gamma activation (gamma activation site; GAS) [438]. Ces
éléments de réponse constituent des sites de liaison pour les STATs (signal transducers and
activators of transcrzption) et permettent l’induction de PML suite à la stimulation par
certaines cytokines dont les interférons [43$-441]. Le promoteur de PML répond également
à p53 [248, 437]. Trois éléments de réponse parsèment le promoteur de PML chez la souris
tandis qu’un seul élément est présent sur le promoteur humain [24$]. FML est donc une
cible transcriptionnelle directe de p53 et peut ainsi contribuer à la suppression tumorale
provoquée par p53.
5.4.5 PML, cancer et suppression tumorale
5.4.5.1 Modèle de l’origine de APL
L’étude de la protéine de fusion PML-RARa, caractéristique de la leucémie
promyélocytique aigu (APL), a fourni de nombreux indices quant au rôle de PML dans la
suppression tumorale. Dans fa plupart des cas de APL, le gène PML sur le chromosome 15
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fusionne avec le gène du récepteur de l’acide rétinoïque (K4Ra) sur le chromosome 17. La
transiocation réciproque ainsi générée produit deux gènes de fusion encodant pour les
protéines PML-RARa et RARa-PML [442]. Jusqu’à maintenant, la plupart des efforts de
recherche furent concentrés sur PML et PML-RARct tandis que la fonction de RARct-PML
demeure abstraite.
La fusion PML-RARa conserve les domaines de liaison à l’ADN et au ligand de
RARa, mais inhibe sa fonction transcriptionnelle par le recrutement aberrant de co
répresseurs et d’histone déacétylases [443-445]. Il fut donc suggéré que PML-RARa
agissait comme mutant dominant négatif de RARa bloquant la différenciation des cellules
promyélocytiques et causant ainsi la maladie APL. Ce modèle est appuyé par le fait que les
patients APL obtiennent une rémission complète suite au traitement à l’acide rétinoïque. En
effet, le traitement à l’acide rétinoïque permettrait de rétablir l’expression des gènes
essentiels à la différenciation qui sont réprimés par PML-RARa. Toutefois, ce modèle
n’explique pas le fait que la différenciation des granulocytes ne nécessite par RAR in vivo
et que les souris RAW’ ne développent pas la maladie APL révélant ainsi l’importance de
l’inactivation de PML dans la pathogenèse [446, 447]. Des études plus approfondies de
l’effet de l’acide rétinoïque lors de APL ont démontré que ce traitement induit la
dégradation de PML-RARa [448, 449] permettant la relâche de PML ainsi que le
rétablissement des PML-NBs [366, 383, 450]. De plus, l’inactivation de PML in vivo
augmente de manière significative l’incidence des leucémies induites chez les souris
transgéniques PML-RARa [451]. Ces résultats ont donc mis à jour le rôle clair que joue
PML comme suppresseur tumoral et suggèrent que cette fonction cruciale est altérée lors de
APL.
5.4.5.2 Perte de l’expression de PML dans les cancers
Outre son implication dans la maladie APL, la protéine PML est dérégulée dans de
nombreux cancers humains dont ceux de la prostate, du colon, du sein et du poumon [385,
452, 453]. Suggérant un rôle important de PML dans la tumorigenèse humaine, la perte de
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l’expression de PML est associée à l’acquisition du caractère invasif lors de la progression
tumorale [385, 453]. Grâce à l’utilisation d’inhibiteurs spécifiques du protéasome, il fut
déterminé que la perte de l’expression de PML survient de façon post-traductionnelle par
un mécanisme dépendant du protéasome. La cause de cette perte d’expression demeurait un
mystère, mais une kinase possédant une activité oncogénique semble être responsable de la
dégradation de PML d’une façon dépendante de l’ubiquitine.La caséine kinase 2 (CK2)
phosphoryle PML in vitro et in vivo à la position 5517 [454] et cette modification
entraînerait par la suite la poly-ubiquitination de PML ainsi que sa dégradation par le
protéasome. La corrélation entre l’absence d’expression de PML et la turnorigenèse indique
que PML jouerait le rôle de suppresseur tumoral et inhiberait la croissance cellulaire.
5.4.5.3 PML, prolifération des cellules tumorales et angiogenèse
La surexpression de PML bloque de façon efficace la croissance de nombreuses
lignées cellulaires in vitro [455-460]. Toutefois, l’argument le plus convaincant plaidant
pour le rôle de suppresseur tumoral de PML provient de l’étude de souris chez lesquelles le
gène FML fut inactivé. Les souris PML’ développent spontanément des tumeurs au niveau
de la prostate [391]. De plus, les souris PML’ montrent une susceptibilité élevée au
développement de tumeurs induites chimiquement selon un protocole de carcinogenèse en
deux étapes (traitement avec l’initiateur de tumeur diméthylbenzanthracène [DMBA] suivi
par un traitement avec le promoteur tumoral 1 2-0-tétra-décanoylphorbol- 13-acétate [TPA]
[461]) [462]. Suite à l’injection de DMBA dans la glande salivaire, les souris PML’ sont
plus susceptibles à la formation de tumeurs que les souris de type sauvage [462].
L’inactivation de PML dans un modèle murin de susceptibilité tumorale comme les
souris PTEN’ favorise l’incidence et la progression de tumeurs du colon et de la prostate.
La tumorigenèse chez les souris PTEN’ est causée par une suractivation de Akt par
phosphorylation et par l’inactivation de facteurs de transcription nucléaires par Akt. Or,
PML recrute la phosphatase ciblant Akt, PP2a, ainsi que la forme phosphorylée de Akt
dans les PML-NBs permettant de contrôler l’activité oncogénique de Akt [391].
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La progression tumorale et l’acquisition du caractère invasif d’un cancer dépendent
de la capacité de la tumeur à promouvoir la formation de nouveaux vaisseaux sanguins. La
néo-angiogenèse constitue une réponse à l’hypoxie intra-tumorale menant à l’augmentation
du facteur de transcription HIF-la et de sa cible VEGf [463]. En conditions hypoxiques,
PML agit comme régulateur négatif de la synthèse de HIF- la en réprimant mTOR.De plus,
les tumeurs provenant de souris PML démontrent une angiogenèse accrue favorisant la
prolifération des tumeurs [432].
Réunies, ces données indiquent que PML agit in vivo comme suppresseur tumoral
lors de la tumorigenèse et n’est pas exclusif à APL.
5.4.6 PML et sénescence
Lors de la sénescence réplicative, le nombre et la taille des PML-NBs augmentent
dans les cellules humaines tandis que cette induction est renversée lorsque la sénescence est
contournée par l’expression de l’antigène T de SV4O [464]. Toutefois, le rôle que joue
PML lors de la sénescence réplicative reste encore peu et mal compris. Son implication lors
de la sénescence prématurée induites par les oncogènes est cependant crucial. Tout d’abord,
l’expression de l’oncogène Ras cause une forte accumulation de PML résultant en une
augmentation en taille et en nombre des PML-NBs, comme il fut initialement observé lors
de la sénescence réplicative [90, 165]. Deux observations ont permis de lever le voile sur le
rôle clef de PML comme régulateur de la sénescence. Premièrement, la sénescence induite
par Ras est réduite de façon drastique chez les fibroblastes de souris PML suggérant que
PML est nécessaire à l’induction de la sénescence par Ras [165]. En second lieu, la
surexpression de PML est suffisante à l’induction du phénotype de sénescence dans les
cellules murines et humaines [90, 165]. Toutefois, selon une étude comparative de la
capacité des isoformes PML-I à PML-V à induire la sénescence, seule l’expression de
l’isoforme PML-IV cause l’apparition des marqueurs de sénescence [465]. Étonnamment,
la mutation des trois sites de sumoylation n’altère pas la capacité de PML-IV à induire la
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sénescence. Chez la souris, la capacité de PML à induire la sénescence dépend de p53,
suggérant ainsi que PML régule l’activité de p53.
5.4.6.1 PML et activation des suppresseurs tumoraux
Un réseau important d’interactions protéiques semble relier les suppresseurs de
tumeurs PML et p53.En plus de colocaliser dans les PML-NBs, p53 interagit directement
avec PML in vitro et in vivo [90, 165, 403, 404]. L’interaction entre PML et p53 requiert la
région C-terminale de PN’fL et le domaine de liaison à l’ADN de p53. Cette liaison directe
pourrait permettre le recrutement de p53 aux PML-NBs afin de promouvoir l’activation de
p53 en favorisant la formation de complexes d’activation. Il a déjà été démontré que CBP,
une acétyltransférase modifiant p53 en lysine 382, transite par les PML-NBs [399-401]. Or,
Fexpression de Ras induit l’acétylation de p53 en lysine 382 ainsi que la formation de
complexes entre PML, p53 et CBP suggérant que p53 puisse interagir avec des actiVateurs
dans les PML-NBs [165]. L’acétylation de p53 en lysine 382 est renversée par la
déacétylase SIRTY qui est impliquée dans la régulation de la longévité chez le ver et la
levure. Confirmant l’importance du processus de l’acétylation de p53 dans la sénescence
induite par PML, la surexpression de SIRT1 bloque l’entrée en sénescence [466].
Toutefois, PML peut agir comme co-activateur transcriptionnel de p53 même suite à
la substitution des lysines présentes aux sites d’acétylation (p53K3821, 53K
32OR
et 535KR)
suggérant la capacité de PML d’amplifier l’activité de p53 par d’autres mécanismes que
l’acétylation. La capacité qu’a PML de lier Mdm2 nous indique que PML pourrait
directement influencer la stabilité de la protéine p53 t4l l-413]. L’expression croissante de
PML augmente directement la demi-vie de la protéine p53 et ce en séquestrant Mdm2 au
nucléole [414].Il est également possible d’extrapoler le rôle de PML dans la régulation de
la stabilité de Mdm2 causée par Daxx et la dé-ubiquitinase HAUSP, deux autres résidents
des PML-NBs [382, 407-410, 467]. La protéine Daxx est impliquée dans la stabilisation de
Mdm2 par sa capacité à recruter la dé-ubiquitinase HAUSP [468]. Or, cette dé-ubiquitinase
catalyse l’enlèvement des groupements ubiquitines présents sur Mdm2 résultant en la
stabilisation de la protéine [469, 470]. Toutefois, d’autres études démontrent que HAUSP
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dé-ubiquitine et stabilise p53 [471-473]. Ces résultats indiquent la dualité de spécificité de
HAUSP envers p53 et Mdm2 et proposent que ce serait plutôt la dé-ubiquitination nette des
différentes cibles de HAUSP qui détermine les niveaux de p53. L’implication de PML dans
ce réseau d’interactions nécessite d’être approfondie.
L’activation de p53 survient également suite à sa modification par phosphorylation.
La kinase HIPK2 est recrutée avec p53 aux PML-NBs menant à l’activation
transcriptionnelle de p53 suite à sa phosphorylation en sérine 46 [415, 416]. La protéine
p53 est également activée suite à sa phosphorylation en sérine 20 par Chk2 [474], une
kinase qui réside également aux PML-NBs [393, 427]. Cependant, les données concernant
l’activation de p53 par Chk2 demeurent aujourd’hui contestées [475].
Ces résultats indiquent l’existence d’un réseau complexe entre les voies de
suppression tumorale de PML et p53, et démontrent le rôle important des PML-NBs ainsi
que des protéines y résidant dans la modulation de l’activité de p53.
5.4.6.2 PML, Rb et répression transcriptionnelle
Outre p53, Rb représente un régulateur crucial du cycle cellulaire et de la
sénescence.La forme hypophosphorylée de Rb se retrouve aux PML-NBs et PML augmente
la répression transcriptionnelle provoquée par Rb en recrutant l’activité histone déacétylase
de HDAC1 [418, 476, 477]. Le rôle de répresseur transcriptionnel exercé par PML fut
également observé dans le cas du suppresseur tumoral Mad où PML forme des complexes
de corépresseurs avec c-Ski, N-CoR et mSin3A [394]. 11 est intéressant de noter que Rb
peut s’associer à ces différents co-répresseurs [478]. Toutefois, le rôle joué par Rb dans la
suppression tumorale induite par PML demeure nébuleux. Le premier chapitre de la
présente thèse tentera d’éclaircir le rôle de Rb dans le cadre de la sénescence prématurée
induite par PML.
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5.4.6.3 PML et SAHF
La protéine Rb est également impliquée dans la formation de foyers
d’hétérochromatine associés à la sénescence (SAHf), soit de la répression stable de la
transcription. Cette activité requiert le recrutement d’histone méthyltansférases (Suv39Rl)
et d’histone déacétylases (HDAC) ainsi que d’autres facteurs tels RP1 et RIRA. Plusieurs
de ces facteurs, soit HP1a, HP13 et HIRA, transitent dans les PML-NBs avant de former
les SAHF [337]. De plus, Suv39Hl et RDAC localisent aussi aux PML-NBs où ils
pourraient être recrutés par d’autres facteurs afin de former l’hétérochromatine [420].
5.4.7 PML, stabilité génomique et réponse de dommage à l’ADN
De nombreuses protéines impliquées dans la reconnaissance ou la réparation de
dommages de l’ADN transitent par ou sont présentes dans les PML-NBs de façon ubiquiste
ou stimulée suite au bris de l’ADN (Tableau II). Par exemple, les protéines AIR et RPA se
retrouvent normalement dans les PML-NBs, mais sont relâchées suite à l’endommagement
de l’ADN t479].
De plus, l’inactivation de PML pourrait contribuer à la progression tumorale en
favorisant l’apparition et l’accumulation de lésions génétiques. En fait, de nombreuses
protéines impliquées dans la stabilité génomique localisent aux PML-NBs, telles NBS,
BLM et Mrel 1 (Tableau II). La fonction de ces protéines pourrait être régulée par PML via
leur localisation dans les PML-NBs. Supportant cette hypothèse, la protéine BLM est
délocalisée dans les cellules PML’ et les cellules de patients APL [480]. Or, la fréquence
de l’échange de chromatides soeurs, signe moléculaire distinctif d’instabilité génomique
présent chez les cellules de patients atteints du syndrome de Bloom, est largement
augmentée dans les cellules PML’ suggérant que la localisation de BLM dans les PML
NBs est requise pour sa pleine fonctionnalité [480].
5.5 Sénescence et réponse de dommage à l’ADN
De nombreuses études génétiques menées sur les facteurs impliqués lors de la
réparation de l’ADN supportent le rôle important de cette voie dans la prévention de la
sénescence cellulaire et du vieillissement prématuré. Le dommage subit par l’ADN peut
déclencher de nombreuses réponses cellulaires incluant la réparation de l’ADN
endonmagé. l’activation de points de contrôle ou la mort cellulaire [481]. La réparation de
FADN peut s’effectuer selon différents mécanismes impliquant plusieurs complexes
protéiques et selon la nature du dommage. Les bases endommagées suite à l’exposition aux
rayons UV ou à différents produits chimiques engagent la voie de réparation par excision
nucléotidique ÇNER) tandis que les bris double brin de l’ADN sont réparés par
recombinaison homologue (HR) ou par la liaison non homologue des extrémités tNHEJ)
(revue dabs [482]). Contrairement à la spécificité des mécanismes de réparation, une voie
commune est responsable de la détection des lésions et l’activation des effecteurs exécutant
la réparation de l’ADN. le déclenchement de points de contrôle ou de la mort cellulaire.
5.5.1 La voie de signalisation du dommage à l’ADN
La réponse cellulaire aux dommages à l’ADN implique une voie de signalisation
permettant l’arrêt du cycle cellulaire afin d’empêcher la réplication de l’ADN endommagé.
La voie de signalisation du dommage à l’ADN est constituée de quatre classes de
composants : les initiateurs de la réponse du dommage, les médiateurs, les transducteurs du
signal et les effecteurs (Figure 6).
5.5.1.1 Les initiateurs de la réponse au dommage à l’ADN
La cascade d’évènements déclenchée suite au dommage de l’ADN est initiée par
l’activation d’une famille de kinases similaires à la phosphoinositide 3-kinase (PIKK)
comprenant les protéines ATM, ATR et DNA-PK.La mutation de ATM cause l’ataxie
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télangiectasie chez l’humain, condition caractérisée par une immunodéficience, une
dégénérescence neuronale, une prédisposition au cancer et une instabilité génomique [483].
L’identification du gène ATM a révélé un énorme gène codant pour une protéine d’environ
350 kDa possédant une activité kinase stimulée par des agents causant des bris double brin
dans l’ADN [484, 485]. Grâce à la microscopie électronique à force atomique, il fut
démontré que ATM lie préférentiellement les extrémités d’ADN sous forme monomérique
[486]. La présence de bris double brin dans l’ADN induirait l’autophosphorylation de ATM
en sérine 1981 causant alors la dissociation de l’homodimère de ATM et générant un
monomère actif [487]. L’importance de cette phosphorylation lors de l’activation de ATM
est cependant discutable, car la mutation de la sérine 1981 en alanine n’a aucun effet sur
l’activité de la protéine [48$]. Le recrutement subséquent de ATM aux sites de dommage
s’effectue via le domaine C-terminal de NBSI [489, 490] et requiert également BRCA1
[491]. Le complexe Mrel l/Rad5O/NBS1 (MRN) stabilise la liaison de ATM à ses substrats
et est nécessaire à la liaison de ATM aux molécules d’ADN linéarisées [492, 493].
Autre membre de la famille PIKK, la protéine ATR fut découverte par homologie
de séquence à ATM et à la protéine de levure Rad3 [494]. L’ablation de ATR chez la souris
cause la mort embryonnaire [495, 496] tandis que les mutations entraînant une perte
partielle d’activité de AIR chez l’humain furent associées au syndrome de Seckel qui
partage plusieurs caractéristiques propres à l’ataxie télangiectasie [497]. ATR possède un
partenaire d’interaction nommé ATRIP qui permet l’interaction avec les lésions de l’ADN
[49$]. Tandis que la protéine ATM est principalement activée suite aux bris double brin, la
protéine ATR est stimulée par les rayonnements UV et le stress réplicatif.
ATM, comme AIR, phosphoryle les résidus sérine ou thréonine, selon le consensus
S/TQ, d’une multitude de protéines dont NBS1 [499], SMCI [491, 500, 501], H2AX [502]
et BRCA1 [503, 504] qui sont des médiateurs de la réponse au dommage à l’ADN. ATM
phosphoryle également Artemis afin de promouvoir la réparation par NHEJ [505].
5.5.1.2 Les médiateurs de la réponse au dommage à l’ADN
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Suite à l’activation des kinases ATM et ATR, une structure protéique complexe est
assemblée aux sites de dommage à l’ADN. L’élément central de la formation de ces foyers
de dommage à l’ADN semble être la variante de l’histone H2A, H2AX. L’histone H2AX
représente environ 10-15% du total d’histones H2A et fait partie intégrante du nucléosome
[506]. Suite au bris de l’ADN, les membres de la famille PIKK phosphorylent H2AX en
sérine 139 et cette modification a lieu sur une large région de la chromatine flanquant le site
de dommage [502, 507]. La forme phosphorylée de H2AX est également désignée par
yH2AX. Lorsque cet événement de phosphorylation est absent, le recrutement des autres
facteurs impliqués dans la réponse au dommage à l’ADN est perdu ou gravement
compromis [50$]. Les cellules isolées de souris ayant subies l’ablation du gène H2AX
présentent de nombreuses aberrations chromosomiques suite à l’exposition aux
rayonnements ionisants, indiquant le rôle crucial de H2AX dans la reconnaissance et la
réparation des bris de l’ADN [506].
Il fut récemment démontré que le domaine BRCT (BRCA 1 C-terminal) représente
un élément structural capable de lier un phospho-peptide [509-512]. Or, de nombreuses
protéines formant les foyers de dommage à l’ADN de façon dépendante de yH2AX
possèdent des domaines BRCT telles que BRCA1, 533P1, MDC1, NBS1 et TopBP1.
L’histone H2AX constitue un site d’ancrage pour la protéine MDC1 qui lie spécifiquement
la forme phosphorylée yH2AX [513, 514]. La protéine MDC1 est par la suite requise à la
formation de foyers de réponse au dommage à l’ADN et à l’amplification du signal en
permettant le recrutement de NBS1, 53BP1, BRCAI ainsi que de la forme phosphorylée de
ATM [515]. Toutefois, le recrutement initial de NBS1, BRCA1 et 53BP1 aux sites de
dommage ne nécessite pas la présence de H2AX [516], De plus, le recrutement de 53BP1
aux sites de dommage semble dépendant de la présence de deux domaines Tudor
consécutifs [517, 518]. Or, les domaines Tudor permettent la liaison directe de la forme
méthylée de l’histone H3 en lysine 79 suggérant un mécanisme de recrutement de 533P1
indépendant de MDCI [517]. Toutefois, l’accumulation efficace et soutenue de 53BP I aux
sites de dommage requiert clairement MDC1 et yH2AX [506, 513, 514, 518, 519].
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Figure 6. Représentation de la voie de réponse au dommage à l’ADN. Suite au
dommage de l’ADN, les kinases ATM et ATR sont activées afin de déclencher une cascade
de réponses. Principalement, ATM et ATR activent par phosphorylation les protéines Chkl
et Chk2 qui vont par la suite propager le signal. Ces kinases stimulent l’activation des


















5.5.1.3 Les transducteurs du signal de ta réponse au dommage à l’ADN
Chez l’humain, deux kinases, Chkl et Chk2, jouent le rôle de transducteurs du
signal et régulent le cycle cellulaire. Ces kinases furent identifiées par homologie de
séquence aux protéines de levure scChkl/spChkl [520] et scRad53/spCdsl [474, 521]
respectivement. Chkl et Chk2 sont deux sérine/thréonine kinases possédant une spécificité
de substrat modérée. Le signal de bris double brin reconnu par ATM est propagé par Chk2
[474, 522] tandis que le signal de dommage généré par les rayonnements UV et reconnu par
ATR est transmis par Chkl [523]. Cependant, il existe un certain chevauchement des
modes d’activation et de la fonction de Chkl et Chk2. Par exemple, la kinase Chkl peut
être activée par ATM dans certaines conditions [524]. L’ablation de l’expression de Chici
est létale chez la souris [525, 526], mais les souris Chk2’ sont viables et démontrent
certains défauts au niveau de l’arrêt causé par rayonnements ‘ [474]. Chez l’humain, des
mutations de Chk2 causent une maladie de susceptibilité au cancer similaire au syndrome
de Li-fraumeni causé habituellement par la perte de p53 [527]. Suite aux dommages causés
à l’ADN, la protéine Chkl est phosphorylée en sérine 317 et 345 par ATR [523, 525] ou
ATM [524]. Quant à Chk2, son activation passe par la phosphorylation par ATM et/ou
ATR en thréonine 6$ [522]. La thréonine 6$ ne constitue toutefois pas l’unique site menant
à l’activation de la protéine Chk2. Celle-ci possède un domaine N-terminal riche en sites
S/TQ ciblés par ATM ou ATR qui semblent individuellement suffisants à l’activation de
Chk2 [522, 528]. La phosphorylation des sérines 19, 33 et 35 participe à l’activation de
Chk2 [529]. L’activation totale de Chk2 passe par un événement d’auto-phosphorylation en
thréonine 387 qui dépend toutefois de l’intensité du dommage généré [530].
5.5.1.4 Les effecteurs de la réponse au dommage à l’ADN
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L’activation des kinases Chici et Chk2 permet la stimulation des effecteurs de la
réponse au dommage à l’ADN qui sont impliqués dans la régulation directe du cycle
cellulaire. L’activation des points de contrôle situés en phase GuS ou G2/M du cycle
cellulaire prévient la réplication et la mitose lorsque l’ADN est endommagé. L’initiation de
l’arrêt en Gi est déclenchée par la phosphorylation de la phosphatase Cdc25A en sérine
123 par Chk2 ou Chkl causant ainsi son exclusion nucléaire et sa dégradation d’une façon
dépendante de l’ubiquitine [531, 532]. L’absence d’activation de Cdc25A résulte en
l’accumulation de la forme phosphorylée et inactive de Cdk2, qui est alors incapable de
phosphoryler Cdc45 afin d’initier la réplication. Les phosphatases de la famille Cdc25 sont
également impliquées dans la régulation de la transition G2!M du cycle cellulaire. Lorsque
AIR est activée, Chkl phosphoryle Cdc25C en sérine 216, créant un site de liaison à 14-3-
3 et inhibant sa fonction [520]. Cette séquence d’événements prévient l’activation du
complexe Cdc2/cycline B qui est nécessaire à l’entrée en phase M.
L’élément central du maintien du point de contrôle GI est l’activation et la
stabilisation de la protéine p53, deux processus contrôlés par les kinases ATM et AIR ainsi
que par Chkl et Chk2. ATM et AIR phosphorylent directement p53 en sérine 15 [533,
534] augmentant ainsi son activité transcriptionnelle en facilitant le recrutement de p300
[535, 536], bloquant son export nucléaire [537] et rendant p53 plus résistant à l’inhibition
par son régulateur négatif Mdm2 [538]. Les kinases Chkl et Chk2 phosphorylent quant à
elles la sérine 20 de p53 réduisant l’interaction avec Mdm2 [474, 539, 540]. La
phosphorylation de la sérine 20 de p53 par Chk2 demeure cependant contestée [475].
L’activation de p53 suite au dommage à l’ADN est également obtenue par
stabilisation de la protéine en bloquant le potentiel inhibiteur de ses régulateurs
négatifs.Suite au dommage à l’ADN, AIM phosphoryle Mdm2 en sérine 395 rendant ce
dernier moins apte à promouvoir le transport nucléo-cytoplasmique et la dégradation de p53
[541]. Des études récentes montrent que MdmX coopère avec Mdm2 afin de dégrader p53
et que lors de dommages à l’ADN, la protéine MdmX est phosphorylée d’une façon
dépendante de ATM et Chk2 [542]. La phosphorylation de MdmX conduit à son
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importation au noyau par 14-3-3, à sa dégradation par Mdm2 et contribue à l’activation de
p53 [543-545]. ATM cible aussi un autre régulateur négatif de p53, COP1, en le
phosphorylant en sérine 387 et stimulant ainsi son auto-dégradation rapide [546].
La réponse au dommage à l’ADN active également des protéines impliquées dans
l’activation de p53 et l’apoptose. Suite au dommage de l’ADN, la protéine PML est
phosphorylée par Chk2 en sérine 117, ce qui augmente la capacité de PML à promouvoir
l’apoptose induite par rayonnement ‘ [427]. Également, PML est requis pour l’activation
complète de p53 suite au dommage à l’ADN [404]. De plus, Chk2 active E2F1 par
phosphorylation augmentant ainsi sa stabilité, son activité transcriptioimelle et sa capacité à
induire l’apoptose suite au dommage à l’ADN [547].
Bien que p53 représente l’effecteur central de la voie de réponse au dommage de
l’ADN, la voie de p3$MAPKJMK2 permet l’arrêt du cycle cellulaire suite au dommage de
l’ADN en absence de p53 [54$]. MK2 est responsable de l’établissement d’un arrêt du
cycle cellulaire en phase G2/M et S suite au dommage de l’ADN en absence de p53. MK2
permet cet arrêt du cycle en favorisant l’interaction entre 14-3-3 et Cdc25 afin de séquestrer
Cdc25 au cytoplasme, loin des complexes cycline/CDK [548, 549].
La réponse au dommage de l’ADN est donc complexe et mène à l’activation de
multiples voies afin de bloquer la progression du cycle cellulaire en présence de lésions au
niveau de l’ADN. Certaines de ces voies sont d’ailleurs impliquées lors de la sénescence.
5.5.2 Les sénescences réplicative et liée au dysfonctionnement des télomères
déclenchent une réponse de dommage à l’ADN
Les découvertes récentes suggèrent que la voie de signalisation du dommage à
l’ADN est responsable de la sénescence réplicative et de la sénescence induite par la
dysfonction télomérique. De façon similaire au dommage direct de l’ADN, le
raccourcissement des télomères permet de déclencher une réponse de dommage à l’ADN.
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Les cellules humaines atteignant la sénescence réplicative montrent les caractéristiques
moléculaires des cellules possédant des bris double brin, soit la présence de foyers
nucléaires contenant yH2AX, 535P1,BRCA1, MDC1, Mrel I et NBS1 [550, 551]. Une
étude rapporte toutefois que cette activation de la voie de dommage à l’ADN n’est que
transitoire et disparaît lorsque les cellules sont complètement sénescentes [552].En utilisant
la technique d’immunoprécipitation de la chromatine en combinaison avec différentes
approches d’analyse, il fut démontré que ces foyers de dommage à l’ADN colocalisent avec
les télomères [550, 553]. Les fibroblastes provenant de babouins âgés exhibent également
des foyers de dommage à l’ADN au niveau des télomères [554], tout comme les
fibroblastes de souris mTerc’ possédant des télomères courts [555]. La nature télomérique
des foyers de dommage à l’ADN demeure cependant contestée. D’autres travaux menés
avec plusieurs types de fibroblastes sénescents ainsi que des tissus de souris âgées montrent
également l’accumulation de lésions au niveau de l’ADN ne colocalisant pas avec les
télomères et suggèrent l’origine non-télomérique des foyers de dommage [556].
La dysfonction des télomères produite par l’expression d’un dominant négatif de
TRF2, TRF2M, induit la sénescence prématurée [62] et engage également la voie de
réponse de dommage à l’ADN en activant ATM [557, 558].De plus, les télomères
dysfonctionnels générés par l’expression de TRF2M sont associés aux facteurs de
réponse au dommage à l’ADN dont 53BPl, yH2AX, Radl7, ATM et Mrel 1 tout comme
lors de la sénescence réplicative [550, 558]. La protéine AIM constitue la kinase majeure
de cette voie dans la création de ces foyers et l’arrêt du cycle cellulaire tel que démontré
grâce à l’utilisation de cellules de patients atteints d’ataxie télangiectasie [551, 558]. De
plus, l’inactivation de Chk2 permet le contournement temporaire de la sénescence
réplicative confirmant le rôle important de la voie de dommage à l’ADN lors de l’induction
de la sénescence [553]. Ces résultats démontrent l’importance de la voie de signalisation de
réponse au dommage à l’ADN dans l’établissement des sénescences réplicative et reliée au
dysfonctionnement des télomères. L’activation de cette voie de signalisation lors de la
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sénescence induite par les oncogènes semble également primordiale et constitue le sujet du
troisième article présenté dans cette thèse.
5.5.2.1 Voie de signalisation du dommage à l’ADN, télomères et sénescence
Lors de la croissance normale des cellules, l’extrémité des télomères ne doit pas être
recormue comme un bris double brin par la voie de signalisation de la réponse au dommage
à l’ADN. Le complexe shelterinltélosome ainsi que la structure en boucle t devraient donc
protéger la structure télomérique et éviter le déclenchement de la réponse de dommage à
l’ADN. Or, de nombreuses protéines impliquées dans la réponse du dommage à l’ADN
localisent aux télomères ou semblent participer au maintien des télomères. Les cellules de
patients atteints d’ataxie télangiectasie, donc dépourvues de ATM, entrent en sénescence
prématurément en culture [559]. Une des évidences les plus convaincantes du rôle des
facteurs de réponse au dommage à l’ADN dans le fonctionnement des télomères est
l’observation que l’inactivation de ATM cause un raccourcissement accéléré des télomères
chez les cellules humaines [560]. De plus, les MEFs provenant de souris ATM”7Terc’
exhibent une érosion rapide des télomêres ainsi qu’une augmentation des fusions
télomériques comparativement aux MEFs Terc’ [561]. Le mécanisme moléculaire
expliquant la régulation de la fonction télomérique par AIM demeure toutefois nébuleux.
Il existe néanmoins un lien entre ATM et la protéine TRF2 du complexe
shelterinltélosome. TRF2 peut lier et inhiber ATM suite à la création de dommages au
niveau de l’ADN [562, 563]. De façon surprenante, les foyers de dommage à l’ADN
observés au niveau des télomères lors de la sénescence réplicative sont dépourvus de TRF2
[551]. TRF2 empêcherait les télomères d’être reconnus comme des lésions d’ADN. En
accord avec ce modèle, la protéine POIl, dont la présence aux télomères est en partie
dépendante de TRF2, bloque également la reconnaissance des télomères comme bris de
l’ADN. En fait, la diminution des niveaux de POT1 induit une réponse de dommage à
l’ADN ainsi qu’une réduction de la taille de l’extension télomérique simple brin [564].
L’inactivation de POTlaJb chez la souris induit également des signaux de dommages à
l’ADN localisés aux télomères et ce, malgré la présence de TRF2 aux télomères [64]. Ces
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données confirment la fonction importante de TRF2 et POTY dans la protection des
télomères en empêchant le déclenchement d’une réponse de dommage à l’ADN.
5.5.2.2 Machinerie de réparation de bris double brin et sénescence
Outre les facteurs de signalisation de la réponse de dommage à l’ADN, la
machinerie impliquée dans la réparation des lésions causées à l’ADN jouent également un
rôle important dans la conservation de la structure téÏomérique et lors de la sénescence. De
nombreuses protéines sont impliquées dans la réparation de bris double brin par liaison
non-homologue des extrémités (NHEJ) dont DNA-PKcs, Ku70, Ku$0, XRCC4-DNA
ligase IV et Artemis (revue dans [565]). Ku70 et Ku8O forment des hétérodimères liant
directement les bris double brin et permettent le recrutement de DNA-PK et Artemis.
Artemis est une endonucléase préparant les extrémités d’ADN pour la ligation subséquente
par XRCC4-DNA ligase IV. Il est intéressant de noter que les MEFs n’exprimant pas Ku80
[566], Ku70 [567], XRCC4 [56$] ou DNA ligase IV [569] entrent en sénescence
prématurément. Dans le cas de la réparation des bris d’ADN par NHEJ, l’entrée en
sénescence accélérée corrèle donc avec l’incapacité à réparer les dommages et avec
l’instabilité génomique. En plus de leur rôle dans la réparation des lésions double brin, trois
des facteurs impliqués dans le NHEJ, soit Ku70, Ku80 et DNA-PKcs localisent aux
télomères [570, 571]. De plus, les protéines Ku interagissent avec TRFY et TRF2
permettant de croire qu’elles régulent la taille des télomêres et les protègent [572].
L’inactivation d’un allèle de Ku80 résulte en un raccourcissement des télomères [573]. La
délétion de Ku70, Ku8O, DNA-PKcs ou de Artemis est associée à une augmentation de la
fréquence des fusions des extrémités des chromosomes [574], suggérant le rôle de ces
facteurs dans le maintien de la structure télomérique.
L’inactivation de la kinase de la famille PIKK, DNA-PKcs, induit des fusions
télomériques en absence de raccourcissement notable des télomères, suggérant qu’elle
pourrait être impliquée dans la coiffe des télomères [575-577]. De plus, la perte de
séquences télomériques s’effectue plus rapidement chez les souris DNA-PKcs’7Terc’
72
comparativement aux souris Terc confirmant la fonction cruciale de DNA-PKcs aux
télomères [576].
La réparation des bris double brin peut également s’effectuer par recombinaison
homologue. Le produit du gène de susceptibilité au cancer du sein BRCA1 interagit et
colocalise avec Rad5l aux sites de bris double brin [578]. L’absence de BRCA1 mène à
une diminution de l’efficacité de réparation par recombinaison homologue suggérant un
rôle important jouer par BRCA1 lors de ce type de réparation. Le mécanisme par lequel
BRCAÏ participe à la réparation par recombinaison homologue demeure cependant
nébuleux. Toutefois, bien que l’ablation de BRCA1 cause la létalité embryonnaire,
Ï’inactivation partielle de BRCA1 chez la souris cause la sénescence prématurée de
l’embryon et des MEFs [579].
5.5.2.3 Machinerie de réparation de bris simple brin et sénescence
Les bris causant des lésions sur un seul des brins de l’ADN sont habituellement
réparés par excision de nucléotides (NER) ou excision de bases (BER). Bien que le
mécanisme BER joue une fonction importante dans la réparation, la mutation de gènes
impliqués dans cette voie ne semble pas être liée à la sénescence à l’exception de SirT6.
Bien que la fonction précise de $irT6 dans le mécanisme de BER demeure inconnue, les
souris SirT6’ développe un syndrome de vieillissement prématuré. Toutefois, on ne sait
pas si les MEFs SirT6’ entrent en sénescence prématurément [580].
L’altération de facteurs impliqués dans le NER induit différents syndromes de
sénescence prématurée chez l’homme et la souris. La machinerie de base de réparation par
excision de nucléotides est composée des protéines XPA à XPG, de CSA et CSB ainsi que
du facteur de transcription TFIIH. Le NER se divise en deux voies: le NER génomique
global (GG-NER) et le NER couplé à la transcription (TC-NER). Les facteurs spécifiques
du GG-NER, XPC et XPE sont impliqués dans la reconnaissance des lésions tordant
l’hélice d’ADN tandis que les facteurs spécifiques au TC-NER, CSA et CSB, sont
responsables de la réparation dans les régions transcrites en permettant le déplacement de la
polymérase arrêtée afin de permettre l’accès à la machinerie de réparation. ERCCI est une
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endonucléase qui, avec XPf, crée des incisions simple brin de chaque côté de la lésion
d’ADN afin de retirer le dommage. L’ablation de ERCC1 chez la souris résulte en des
problèmes de réparation et à l’apparition du phénotype de vieillissement prématuré. De
plus, les MEFs ERCCi montrent une apparition précoce des marqueurs de la sénescence
en culture [581].
5.5.2.4 Syndrome de Werner et sénescence
Le syndrome de Werner constitue un excellent modèle de vieillissement prématuré
chez l’humain. Le gène défectif chez les patients atteints de ce syndrome, WRN, code pour
une hélicase de la famille RecQ (RecQL2) [582]. WRN possède également un domaine
exonucléase. Les fibroblastes de patients atteints du syndrome de Werner entrent en
sénescence prématurément lorsque mis en culture t583]. Cette sénescence prématurée est
abolie par l’expression de la télomérase permettant de croire que WRN est impliqué dans le
maintien de la structure télomérique [584]. La souris déficiente en WRN ne reproduit pas le
phénotype observé chez l’humain, car les télomères de la souris sont de très grande taille.
Toutefois, les souris doublement déficientes WRN’7Terc reproduit le syndrome de
Werner observé chez l’humain [585]. WRN interagit également avec TRF2 et peut dérouler
et dégrader la structure télomérique en boucle D [586, 587]. Cette observation suggère que
WRN pourrait permettre l’accès aux télomères à différents facteurs impliqués dans le
maintien de cette structure.
On note des niveaux élevés de WRN chez les cellules immortalisées ainsi que chez
certaines lignées tumorales humaines suggérant l’implication de WRN lors de la
tumorigenèse [58$]. L’oncoprotéine Myc stimule directement la transcription de WRN
[269]. De plus, l’expression de Myc dans des fibroblastes de patients atteints du syndrome
de WRN ou après déplétion de WRN induit la sénescence [2691. La protéine WRN limite
donc la sénescence cellulaire induite par Myc.
Ces données indiquent que les protéines responsables de la réparation des
dommages de l’ADN ainsi que la voie de réponse suite aux dommages sont impliquées
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dans la régulation de la sénescence. Le rôle de la voie de réponse au dommage à l’ADN
lors de la sénescence induite par les oncogènes constitue donc un sujet d’étude très
intéressant.
6 La sénescence constitue un mécanisme de suppression
tumorale
6.1 La sénescence: mécanisme de suppression tumorale alternatif à
I’apoptose
La sénescence et I’apoptose sont deux mécanismes de suppression tumorale
complémentaires et permettent de freiner la progression tumorale lorsque l’une ou l’autre
est inactivée. Par exemple, l’inhibition de l’apoptose induite par certaines drogues, suite à
l’expression de Bd-2 ou d’inhibiteurs des caspases, cause alors l’entrée en sénescence
[589, 590].
Plusieurs données suggèrent que la sénescence constitue un mécanisme cellulaire de
suppression tumorale. Tout d’abord, la sénescence peut être déclenchée en réponse à la
prolifération aberrante induite par les oncogènes [96, 99, 100, 111]. Deuxièmement,
l’établissement de la sénescence requiert la participation de suppresseurs tumoraux et
différentes oncoprotéines virales permettent de bloquer l’entrée en sénescence [90, 96,
355]. finalement, le contournement de la sénescence augmente la susceptibilité des cellules
à la transformation [12]. La sénescence représente donc une barrière permettant de freiner
la prolifération incontrôlée des cellules normales.
6.2 La sénescence: mécanisme de suppression tumorale in vivo
Jusqu’à récemment, peu de données permettaient de croire que la sénescence
observée in vitro suite à l’introduction d’oncogènes pourrait constituer un mécanisme de
suppression tumorale in vivo. Par exemple, la présence d’une activité SA-3-gal avait déjà
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été détectée in vivo dans des échantillons d’hyperplasie bénigne de la prostate suggérant
que la sénescence empêche l’acquisition d’un caractère malin [591]. Par la suite, il fut
démontré que la perte de PTEN déclenche un phénotype de sénescence dépendant de p53
permettant d’empêcher la turnorigenèse de la prostate [592]. Quelques autres articles
relatent l’importance de la sénescence comme mécanisme s’opposant à la transformation in
vivo. La sénescence a donc été également observée dans des tumeurs pré-malignes induites
par l’oncogène Ras [261], dans des naevi humains fréquemment associés à l’activation de
Raf [259] ainsi que dans des papillomes induits selon un protocole impliquant le DMBA
[108]. De plus, l’utilisation d’un modèle de souris transgénique de lymphome a démontré
que la sénescence induite suite à l’expression de l’oncogène Ras dépend de la
méthyltransférase de l’histone Suv39hl et représente une barrière au développement du
cancer in vivo [593]. L’étude d’un système similaire de développement de lymphome a
aussi permis de démontrer que la sénescence est un mécanisme impliqué lors de la réponse
à la chimiothérapie lorsque la voie de l’apoptose est bloquée [589]. L’utilisation de ce
système de développement de lymphorne a également permis de démontrer que la
sénescence déclenchée par des télornères courts freine la progression tumorale [594, 659].
Le modèle de sénescence cellulaire in vitro constitue donc un modèle pertinent
d’étude des mécanismes de suppression tumorale déclenchés in vivo.
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HYPOTHÈSES DE RECHERCHE
En 2001, lors de mon arrivée au laboratoire, il était clair que les voies de
suppression tumorale de p53 et Rb constituaient les voies cruciales menant à
l’établissement de la sénescence. Toutefois, peu d’outils permettaient d’étudier
indépendamment ces deux voies. La plupart des études effectuées impliquaient l’utilisation
des oncoprotéines virales LiA et antigène T afin de démontrer l’importance des voies de
Rb et p53 lors de la sénescence. De plus, la plupart des études menées sur les mécanismes
moléculaires responsables de la sénescence par PML pointaient p53 comme régulateur
principal [90, 165, 465, 466]. Toutefois, ces études ne démontrent pas la nécessité de p53
lors du programme de sénescence lancé par PML. Il était donc important d’étudier la
contribution relative de p53 et de Rb lors de la sénescence induite par PML.
De plus, à ce moment, on ne connaissait que peu d’oncogènes capables d’induire la
sénescence dans les cellules normales. À la recherche de nouveaux oncogènes menant au
phénotype de sénescence, nous avons choisi d’étudier l’oncogène STAT5 dont les niveaux
d’ARNm étaient largement augmentés lors de la sénescence induite par Ras (données non
publiées, G.f.). L’oncogène STAT5 est constitutivement activé dans de nombreux cancers
dont différents types de leucémies [595-597], le cancer de la prostate [598, 599], du sein
[600, 601] et de la tête et du cou [602]. STAT5 induit la prolifération par l’augmentation de
cycline D et inhibe également l’apoptose par la régulation des niveaux de Bcl-XL [603].
Nous avons alors posé l’hypothèse que la sénescence constituait un mécanisme de
suppression tumorale alternatif permettant de bloquer la prolifération des cellules activée
par des oncogènes possédant une activité anti-apoptotique.
Bien que les voies de suppression tumorale de p53 et Rb constituent des points
centraux des mécanismes moléculaires menant à la sénescence induite par les oncogènes,
les événements permettant de détecter le stress oncogénique et d’activer ces deux voies
cruciales sont tout aussi importants. Chez la souris, p19 semble jouer ce rôle et est activé
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par de nombreux stimuli oncogéniques [270, 274, 604]. De plus, p19R est nécessaire à
l’activation de p53 et à l’induction de la sénescence par Ras chez les MEFs [219, 264].
Toutefois, 14ARf ne semble pas être aussi important chez les cellules humaines. En fait,
Ras ne requiert pas 14A1 afin d’activer p53 et d’induire la sénescence [350]. Il était donc
important de déterminer le senseur du stress oncogénique responsable de l’activation de
p53 chez les cellules humaines. En observant les différents types de sénescence connus, soit
la sénescence réplicative, fa sénescence liée à la dysfonction des télomères, la sénescence
induite par stress oxydatif et la sénescence induite par différents agents chimio
thérapeutiques, il était logique de stipuler que l’élément commun à tous ces types de
sénescence était la présence de signaux de dommages à l’ADN. Il devenait donc pressant
de déterminer l’importance de la voie de signalisation de dommage à l’ADN lors de la




ARTICLE 1: Human fibroblasts require the Rb family of
tumor suppressors, but flot p53, for PML-induced
senescence
Mise en contexte
L’interaction fonctionnelle entre PML, p53 et Rb suggère de nombreux mécanismes
par lesquels PML pourrait induire la sénescence dans les cellules humaines. Bien que chez la
souris la dépendance de p53 lors de l’induction de la sénescence par PML soit évidente,
l’importance relative des voies de p53 et Rb n’est toujours pas claire chez l’humain.
La présente étude permet l’analyse indépendante des voies de p53 et Rb lors de la
sénescence induite par PML grâce à l’utilisation des oncoprotéines virales E6 et E7. Ces
outils ont permis de démontrer que PML ne dépend pas de p53, mais bien de Rb afin
d’induire la sénescence dans les cellules humaines.
Cet article a été publié en janvier 2004 dans Oncogene aux pages 9 1-99.
Note: Contribution(s) des auteurs:
FAM: Culture cellulaire et infection des cellules primaires, immunofluorescences de PML,
essais de prolifération, essais SA-f3-Gal et participation à l’écriture du manuscrit.
SG: Immunofluorescences de PML, p53 et Rb.
MFGL: Immunobuvardages et aide pour la culture cellulaire.
0M: Immunobuvardages.
Gf: Courbes de croissance des IMR9O/dnp53, supervision générale et écriture du manuscrit.
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Abstract
Cellular senescence is a permanent ceil cycle arrest that can be triggered by a
variety of stresses including short telomeres and activated oncogenes. PML (promyelocytic
leukemia protein) is a central component of the senescence response and is able to trigger
the process when overexpressed in human diploid fibroblasts (HDfs). Senescence induced
by PML in HDFs is characterized by a modest increase in p53 levels and activity, the
accumulation of hypophosphorylated Rb and a reduced expression of E2f dependent genes.
b dissect the p53 and Rb family requirements for PML-induced senescence, we used the
oncoproteins E6 and E7 ftom human papillomavirus type 16. We found that the co
expression of E6 and E7 inhibited the growth arrest and senescence induced by PML. In
addition, these viral oncoproteins blocked the formation of PML bodies and excluded both
p53 and Rb from PML bodies. Expression of dominant negative p53 alone failed to block
PML-induced senescence and expression of E6 only delayed the process. On the other
hand, expression of E7 was sufficient to block PML-induced senescence whule an 17
mutant unable to bind Rb did flot. Together, these data indicate that PML-induced
senescence engages the Rb tumor suppressor pathway predominantly.
$1
Introduction
Hurnan diploid fibroblasts (HDFs) respond to a variety of stresses by entering into a
metabolically active celi cycle arrest characterized by flat morphology and specific changes
of gene expression (Campisi, 2001; Serrano & Blasco, 2001). This phenotype. known as
cellular senescence was first observed after serial passage of HDFs in culture (Hayflick &
Moorhead, 1961). Senescence can be also induced by oncogenes and DNA damaging
agents suggesting that it plays a role as a tumor suppressor mechanism, blocking the
expansion of ceils with the potential of becoming malignantly transformed (Campisi, 2001;
Senano & Blasco, 2001). Consistent with this idea, establishment of the senescent arrest in
response to a variety of stressors depends on the p53 and the Rb tumor suppressor pathways
(Campisi, 2001; Serrano & Blasco, 2001). Accordingly, most genes found to regulate
senescence (i.e. p21, ING1, pl6INK4a) can be placed either upstream or downstream p53 or
the Rb family of tumor suppressors (Chang et al., 2000; Garkavtsev & Riabowol, 1997;
I-Tara et al., 1996; Macip et aI., 2002; Palmero et al., 1997; Young & Smith, 2001).
Definitive proof for the involvement of the Rb and the p53 tumor suppressor
pathways in senescence has been obtained in celis from different knockout mice
(Dannenberg et al., 2000; Lin & Lowe, 2001; Peeper et al., 2001; Sage et al., 2000; Serrano
et al., 1997). However, for technical reasons, similar experiments have flot been published
so far in human celis. Hence, the role of the p53 and Rb tumor suppressor pathways in
human cells has been inferred from correlative evidence or the use of several viral
oncoproteins that inactivate these tumor suppressor pathways (Campisi, 2001). For
example, simultaneous inhibition of both p53 and Rb by the viral oncoproteins, large T
from SV4O, E1A from adenovirus or E6!E7 from papillomavirus can inhibit the senescent
arrest triggered by oncogenes and delay the arrest activated by short telomeres in human
fibroblasts and keratinocytes (Hahn et aI., 2002; Kiyono et al., 199$; Rheinwald et al.,
2002; Serrano et al., 1997).
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Recent resuits indicate that the control of cellular senescence is different between
human and mouse ceils, suggesting that the resuits obtained in a mouse model should flot
be extrapolated to human celis. For example, in HDFs, serial passage induces senescence
through telomere shortening, a process that provides a signal mimicking broken DNA ends
(Greider, 199$; Harley et al., 1990; Sedivy, 1998). In mouse fibroblasts, serial passage
triggers senescence not due to telomere attrition but to the stress of the culture conditions
(culture shock) (Sherr & DePinho, 2000). Moreover, induction of senescence by oncogenic
ras or telomere de-protection requires p53 in mouse ceils but flot in HDf s (Senano &
Blasco, 2001; Senano et al., 1997; Smogorzewska & de Lange, 2002).
$enescence induced by short telomeres or oncogenîc ras, both in mouse and human
ceils, activates another candidate tumor suppressor known as promyelocytic leukemia
protein or PML (ferbeyre et aI., 2000; Pearson et al., 2000). PML was originally
discovered as a translocation partner of the RARa gene in patients with acute
promyelocytic leukemia (reviewed in Melnick & Licht, 1999; Salomoni & Pandolfi, 2002).
Enforced expression of PML is sufficient to trigger senescence both in human and mouse
fibroblasts, suggesting that it is an important component of the senescence pathway. In
mouse fibroblasts, p53 is essential for PML-induced senescence and colocalizes with PML
and CBP into PML bodies (Pearson et al., 2000), also known as PODs for PML oncogenic
domains. PML-induced senescence in HDFs was accompanied by a modest increase in p53
levels, activity and several post-translational modifications of p53 (Bischof et al., 2002;
Ferbeyre et al., 2000; Pearson et al., 2000). In addition, PML-induced senescence was
blocked by enforced expression of the p53 deacetylase SIRT1 (Langley et al., 2002).
Together, these reports suggest that in human celis p53 functions are also important for
PML-induced senescence but they do not attest whether p53 is actually required for the
process. PML-induced senescence in HDfs is also characterized by the accumulation of
hypophosphorylated Rb and the colocalization of a fraction of the Rb protein into PML
$3
bodies (Ferbeyre et al., 2000). Again, it is flot known whether the Rb pathway is essential
for the establishment of PML-induced senescence.
Here we study the p53 and the Rb family requirements for PML-induced senescence
in human ceils by using the human papillomavirus type 16 (HPVÏ6) proteins E6 and E7.
F6 promotes p53 degradation through the proteasome (reviewed by Mantovani & Banks,
2001) while E7 binds to pocket proteins (Rb, p107, p130) and interferes with their ability to
block E2F dependent gene expression (reviewed by Munger et al., 2001). We show that co
expression of E6 and E7 efficiently blocked PML-induced senescence. Surprisingly,
expression of F7 alone was also sufficient to bypass PML-induced senescence, while
expression of F6 or dominant negative p53 did not. The ability cf E7 to bypass PML
induced senescence required binding and inactivation of pocket proteins because a weÏl
known mutant of F7 unable to bind these proteins was also inactive for blocking PML
induced senescence. Together, these resuits contrast those published using mouse
fibroblasts and suggest that in HDfs, PML-induced senescence predominantly engages the
Rb tumor suppressor pathway.
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Resuits
Expression of E6 ami E7 btocks PML-induced senescence in human
diploid fibroblasts
To investigate whether PML-induced senescence requires p53 and Rb family
functions we introduced the viral oncoproteins E6 and E7 into the human diploid
fibroblasts IMR9O. The populations of celis expressing E6/E7 or the empty vector LX$N
were then infected with retroviruses that express PML, oncogenic Ras or a control vector.
As previously reported (Ferbeyre et al., 2000; Pearson et aÏ., 2000), PML-expressing celis
arrested proliferation shortly after selection (Figure 1A,B) and remained arrested with
features of cellular senescence, that is, a flat celi morphology and positive staining for the
senescence associated 3-galactosidase (SA-n-gal) (Figure 1C,D). However, expression of
PML in HDf s expressing E61E7 did flot lead to ceil cycle arrest or senescent features
(Figure 1). In contrast to PML, Ras-V 12 induced a permanent growth arrest in IMR9O ceils
expressing either the control vector LX$N or E6/E7 (Figure IA,C, D). On the other hand,
the percent of SA-3-gal positive celis induced by Ras-V 12 was significantly lower in celis
expressing E6/E7, suggesting that these viral oncoproteins partially inhibited the senescent
program induced by oncogenic ras without affecting the celi cycle arrest (Figure YC,D).
Accordingly, SV4O large T, which also inactivates p53 and Rb, requires perturbation of
Protein Phosphatase 2A by SV40 small t to completely rescue ceils from Ras-induced
senescence (Habn et al., 2002).
As reported previously, we found that expression of Ras-V 12 or PML in HDf s
increased the number and size ofPODs (Figure lE and Table 1). In cells expressing E6/E7,
the number ofPODs were reduced from around 26 in celis expressing Ras-V12 or PML to
13-14 PODs per celi, which is the number typically found in growing fibroblasts (figure lE
and Table 1). Enforced expression ofPML or Ras-V12 increased the size of PODs and this
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increase was also inhibited in ceils expressing E6/E7 (Table 1). Hence, E6 and E7 were
sufficient to fully bypass the senescent ceil cycle arrest induced by enforced expression of
the PML protein.
The colocalization of p53 and Rb with PML is impaired in ceils
expressing E6 and f7
During senescence induced by short telomeres, Ras-V 12 or PML, a fraction of the
tumor suppressor proteins p53 and Rb localize to PODs (Ferbeyre et al., 2000; Pearson et
al., 2000). To investigate whether the viral oncoproteins E6 and E7 alter the functions of
PODs during senescence, we studied the levels and Iocalization of PML, Rb and p53 in
HDfs expressing these oncoproteins. In celis expressing PML, we observed that staining
for endogenous p53 also stained the PML bodies. Hence, most visualized PML bodies
contained p53 immunoreactive material (Figure 2A).
Similarly, we found that a significant fraction of endogenous Rb localized with
PML into PODs (f igure 23). Moreover, we noticed that approximately 16% of the celis
displayed very large PML bodies (mean size of 150 pixels), doubling the size of the PODs
seen in the rest of the celis, which have a size of approximately 75 pixels. In ceils with
large PODs, the anti-Rb antibody was able to stain the PODs like the anti-PML antibody
(figure 2B third lane). The association of p53 and Rb with PML bodies was not observed
in ceils expressing E6 and E7 (Figure 2A and B). Few PML bodies were observed in these
ceils and none of them contained p53 or Rb immunoreactive material, even in pictures
taken with longer expositions. b better show the loss of the colocalization of p53 and Rb
with PML in ceils expressing E6/E7 and PML we enlarged and deconvoluted the frames
corresponding to p53 and Rb staining in these cells and the corresponding controls (Figure
2C). Both p53 and Rb show a granular pattern of staining in the control celis that
corresponds in part with the PML staining seen in Figures 2A and 23. In ceils expressing
$6
F6 and E7, the p53- and Rb-staining are largely homogenous. Therefore, in ceils expressing
E6 and F7, PML does flot form nuclear bodies as efficiently as in normal ceils and p53 and
Rb are evenly localized in the nucleus.
E7 rescues HDfs from PML-induced senescence
b investigate the relative contribution of the p53 and the Rb pathways to PML
induced senescence, we co-expressed PML with either E6 or E7 in HDFs. first, we infected
HDf s with the LXSN (control vector) or its derivatives LXSNE6 or LXSNE7. Populations
infected with these viruses were then infected with pLPC retrovirus or its derivative
expressing PML. In ceils with the empty vector, PML induced a growth arrest (figure 3A)
with the characteristics of cellular senescence (figure 3B and C). In ceils expressing E6,
PML-induced senescence was delayed (f igure 3B) and the number of celis expressing SA
f3-gal was reduced. Hence, F6 partially suppressed the senescence phenotype induced by
PML. In ceil populations co-expressing E7 and PML, growth arrest did flot occur (figure
3A) but the growth rate was slightly slower than in ceils expressing F7 alone or celis
expressing PML with both F6 and F7. This reduction in growth correlated with the ability
of E7 to induce p53 and ccli death (See figure 6 below and Supplementary Figure Si).
Thus, E? but not E6 rescues HDfs from PML-induced senescence. We also study the
individual effect of E6 and E7 on PML bodies. Neither F6 nor F7 was able to reduce the
ability of PML to form PODs ($upplementary figure $2 and Table SI). Therefore, E7
rescues PML-induced senescence by acting downstream or at the level of PML bodies.
F7 is mainly known for its ability to inhibit the functions ofthe Rb family oftumor
suppressors. However, F7 binds other targets (Munger et al., 2001) and in principle its
ability to inhibit PML-induced senescence might be Rb-independent. To evaluate whether
Rb-binding by F7 is essentiaÏ to inhibit PML-induced senescence we used a well known E7
mutant (F7A2 l-24) unable to bind the Rb family of pocket proteins, but conserving intact
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other functions of E7 (Heit & Galloway, 2001). Celis expressing this mutant entered
senescence in response to PML with higher efficiency than wild type HDFs according to a
3H-thymidine incorporation assay (figure 4A) that measures celi cycle arrest, and to the
SA--gai assay that measures senescence (figure 43 and C). Therefore, the ability of E7 to
bypass PML-induced senescence requires inactivation ofthe Rb tumor suppressor pathway.
A dominant negative p53 does not block PML-induced senescence
Although F6 was unable to rescue PML-induced senescence, it was able to delay
the ce!! cycle arrest and to reduce the number of celis stained for SA-f3-gal. This could be
secondary to inactivation of p53 or another target of E6 (Mantovani & Banks, 2001). To
clear this point, we further examined the role of the p53 pathway in PML-induced
senescence by using a dominant negative p53 allele p53] 75H (dnp53). Expression of PML
in celis expressing dnp53 induced a ccli cycle arrest with the characteristics of cellular
senescence that was indistinguishable from the senescence observed in control celis (Figure
5A and B). To verify that dnp53 was effectively blocking p53, we infected the ceils
expressing dnp53 with a 14A expressing retrovirus. In control IMR9O cells with an
empty vector (pWZLHygro), 14A induced a premature senescence accompanied with
higli p53 activity (figure 5) (Stott et al., 1998). However, in celis expressing dnp53, pl4’
failed to induce senescence (Figure 5). Together these resuits suggest that p53 is flot
required for PML-induced senescence and that the effects of E6 in delaying the process is
probably related to the inhibition of other targets by E6.
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Ceil cycle regulators in PML-induced senescence and in ceils expressing
HPV oncoproteins
Since E6 and F7 are known for their ability to disrupt the functions of p53 and the
Rb family respectively, we investigated the state of these tumor suppressors in celis
expressing PML alone or in combination with E6, E7 or E6/E7 (Figure 6). Expression of
PML in IMR9O ceils bearing the control vector LXSN caused a modest but reproducible
increase in p53 levels and its downstream target p21 (Figure 6, lanes 1 and 2). As expected,
expression of E6/E7 triggered a dramatic reduction of p53 and p21 levels, both in control
celis and in celis expressing PML (lanes 7 and 8). Expression of E6 alone was sufficient to
reduce p53 levels and induction of p21 (lanes 3 and 4). In contrast, E7-expressing ceils
displayed high levels of p53 and p21 that were further increased in PML expressing celis
(lanes 5 and 6). The high p53 levels ami activity in E7-expressing celis are consistent with
the increased frequency of ceil death observed in these ceils (Supplementary Figure Si).
This was also observed in ceils expressing E7A2 1-24 (data flot shown). On the other hand,
this p53 response in E7-expressing celis does not interfere with the ability of E7 to block
PML-induced senescence. Expression of PML in IMR9O ceils with the empty vector LXSN
resulted in an important reduction of the hyperphosphorylated form of Rb (pRb) (lane 2)
and an accumulation of the hypophosphorylated form (lanes 2 and 4). Proliferating cells
predominantly displayed the hyperphosphorylated form of Rb (lanes 1, 3 and 5-8). This is
flot due to a reduction in the levels of any of the kinases known to phosphorylate Rb (CDKs
2, 4 and 6) since their levels were flot affected by PML. The lower levels of Rb protein
observed during senescence induced by PML (lane 2 vs. 1) might reflect the fact that
hypophosphorylated Rb is normally attached to an insoluble nuclear fraction and is thus,
very difficult to solubilize. Low levels of Rb protein in total celi extracts were also reported
during senescence induced by Ras, Raf or PML (Serrano et al 1997; Lin et al 1998;
Ferbeyre et al 2000). Hence, PML engages the Rb pathway by promoting the accumulation
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ofthe active liypophosphorylated form ofRb. and expression ofE6/E7 or E7 alone blocked
the ability of PML to reduce Rb phosphorylation.
For additional characterization of the Rb pathway we measured the levels of the
E2F target genes Cyclin A and Mcm6. As expected, PML reduced the levels of these
proteins in control normal fibroblasts (lanes 1 and 2). PML also reduced the levels of
Cyclin A and Mcm6 in celis expressing F6 (lanes 3 and 4) but faiïed to do so in celis
expressing F7 or E6/E7 (lanes 5 to 8). Note that these two proteins are highÏy up-regulated
in ceils expressing F7. These resuits are consistent with the idea that these genes are
repressed in an Rb family-dependent manner during PML-induced senescence. Importantly,
since Mcm6 is an E2F-target gene expressed in Gi, its levels reftects better the Rb
dependent repression in this stage ofthe ceil cycle (Heidebrecht et al., 2001). finally, PML
induced senescence is not accompanied by activation of the p38 MAP kinase (Figure 6) as
observed during ras-induced senescence (Haq et al., 2002; Iwasa et al., 2003; Wang et al.,
2002). This is in agreement with the idea of PML being donwnstream of both Ras and p38
MAP kinase in the senescence-signaling pathway activated by Ras. Therefore, both the
genetic studies and the biochemical analysis indicate that PML-induced senescence in
human ceils predominantly engages the Rb tumor suppressor pathway.
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Discussion
Here we report that die oncoproteins E6 and E7 from HPV 16 block the senescence
program induced by PML. The effects of E6/E7 are thus reminiscent of those previously
observed with the E1A oncoprotein from adenovirus, which also blocks senescence in
response to oncogenic Ras or PML (Ferbeyre et al., 2000; Serrano et ai., 1997). E1A shares
with E7 the ability to bind and disrupt the functions of the Rb family proteins (pRb, p107
and p130) and cooperates with oncogenic ras to transform primary ceils (Phelps et al.,
1988). EYA shares with E6 an abiÏity to inhibit p53, although through a distinct mechanism.
EIA opposes p53 activity by binding to the p53 co-activator p300 (Liii et al., 1997) while
E6 leads to p53 degradation (Mantovani & Banks, 2001). One advantage of the HPV
oncoproteins over E 1 A to dissect the functions of tumor suppressor pathways is that the
relative contributions of the Rb and the p53 pathways can be easily studied by expressing
E6 and E7 separately. Surprisingly, we found that expression of E7 alone, but not of E6 or
of a dominant negative p53, was sufficient to block PML-induced senescence, indicating
that in human fibroblasts, the p53 pathway is not essential for PML-induced senescence.
Given the extensive literature implicating p53 in the senescent response of flbrobiasts
(Campisi, 2001; Gollahon et al., 1998) our resuits were surprising. However, p53 was
reported to be non-essentiai for the senescent response of human fibroblasts to oncogenic
ras (Serrano et al., 1997) or telomere deprotection (Smogorzewska & de Lange, 2002).
Also, p53 nuli human celis from patients with Li-Fraumeni syndrome are flot defective in
replicative senescence (Medcaif et ai., 1996). Together, these data support our conclusion
that p53 is not required for the senescent celi cycle arrest of HDf s in response to enforced
expression of PML.
The ability of E7 to bypass PML-induced senescence seems to be the resuit of
blocking the Rb pathway. Correspondingly, an E7 mutant known for its defect in binding
and blocking the Rb family of proteins was unable to inhibit PML-induced senescence.
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Paradoxically, in HDFs, we found that E7 induced p53 levels and activity and this was
accompanied by increased ceil death. However, despite this p53 response, ceÏls expressing
E7 did flot arrest celi proliferation. This could be explained by the ability of E7 to promote
an Akt-dependent phosphorylation of p21, preventing its nuclear localization and functions
(Westbrook et al., 2002). Also, the Rb pathway seems to function downstream the p53
pathway in ceil cycle regulation as demonstrated in mouse çells with genetic ablation of ail
three pocket proteins. These ceils failed to enter senescence afler serial passage or enforced
expression of oncogenic ras despite the presence of activated p53 (Dannenberg et al., 2000,
Peeper et al., 2001, Sage et al., 200). 0f interest, HDFs deficient for the Rb regulator
1614a
are resistant to Ras-induced senescence (Brookes et al., 2002) and it would be
relevant to study whether these cells can enter senescence in response to PML. $ince PML
is downstream of Ras in Ras-induced senescence, collectively, these data suggest a
predominant role for the Rb pathway over the p53 pathway in PML-induced senescence in
human celis. In agreement, re-introduction of Rb into Rb-deflcient tumor ceil unes induced
a senescent celi cycle arrest in the absence offunctional p53 (Xu et al., 1997).
In f igure 7, we propose a model that takes into account the results coming from
studies on both mouse and human celi unes. In murine fibroblasts, the p53 and the Rb
pathways are both essential for Ras- or PML-induced senescence, and as proposed before
(Dannenberg et al., 2000, Peeper et al., 2001, Sage et al., 2000), p53 is upstream the Rb
family of proteins. Hence, blocking either p53 or the Rb family of proteins bypasses
senescence in mouse celis. In human ceils, the contribution of the p53 pathway is flot
essential and both Ras (Brookes et al., 2002; ferbeyre et al., 2000; Serrano et al., 1997) and
PML can engage a senescent program that requires an intact Rb pathway. This model does
not deny a role for p53 as a tumor suppressor against oncogenic stimuli or an ability of p53
itself to regulate senescence. In fact, the transformation of human primary ceils by
oncogenic ras clearly requires the inhibition of p53 functions (Hahn et al., 2002) and both
Ras and PML induce p53 activity in these celis (Ferbeyre et al., 2000; Pearson et al., 2000;
Serrano et aÏ., 1997). Also, p14’, E2f 1 and j3-catenin required an intact p53 pathway to
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induce senescence (Damalas et al., 2001; Dimri et al., 2000; Stott et al., 199$). However,
the mode! does suggest that the senescent phenotype is a direct consequence of the action
of the Rb family of tumor suppressors perhaps due to their ability to repress multiple genes
required for ce!! pro!iferation by promoting stable changes in their chromatin (Brehm &
Kouzarides, 1999; Brebm et al., 1998; Nielsen et al., 2001).
It remains an open question how PML engages the Rb pathway to induce
senescence. It lias been reported tliat PML, like oncogenic Ras, can increase 16INK4a
protein levels. However, higli p16 levels in PML-expressing ceils were only detected in
celis already senescent (10 days after introduction of PML) (ferbeyre et al., 2000) but flot
at earlier time points (Pearson et al., 2000 and our data not shown). Therefore, 16JNK4a
rnight have a late role in PML-induced senescence, perhaps in maintaining the arrest. It lias
been also reported that PML blocks the transport of specific mRNAs from the nucleus to
the cytoplasm. One of these PML-regulated transcripts is the one coding for cyclin D. As a
consequence, ce!ls with high levels of PML do not express cyclin D (Cohen et al., 2001).
This mechanism deserves validation in conditions in which PML induces senescence. One
additional explanation, supported by our Rb localization resuits, is that the PML bodies
provide a localized anti-CDK function that either protects Rb from phosphorylation or
actively dephosphorylates Rb. Retroviral expression of CDK4 does not rescue PML
induced senescence (data flot shown) and this would be consistent with either a defect in
cyclin D mRNA export or the Rb localization mode!.
HPV is the single most important risk factor for developing cervical neoplasia
(franco et al., 2001). Our results suggest that a senescence response controlled by PML
could be an important barrier to prevent the establishment of cervical carcinoma. Consistent
with this idea, blocking the expression of E6 and E7 in ceil !ines derived from cervical
carcinoma re-establishes the functions of p53 and Rb and induces senescence (Goodwin et
al., 2000; Wells et al., 2000). Since PML is a critical regulator of senescence, studying the
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status of PML could be useful to predict the outcome of HPV infections of the cervix or the




Normal HDfs IMR9O ceils (ATCC) were cultured in Dulbecco’s modified Eagle
medium (DMEM, GIBCO) supplemented with 10% fetal bovine serum (fBS, Hyclone,
Utah) and 1% penicillin G/streptomycin sulfate (GIBCO). Retroviral-mediated gene
transfer was performed as previously described (Ferbeyre et al., 2000). Infected populations
were prepared as follows: IMR9O celis were first infected with retroviruses expressing
E6/E7, E6, E7, E7A21-24 or an empty vector (LXSN) and incubated in geneticin (Gibco,
400 ig/ml) for 7 days, to elirninate uninfected celis. Infected ceil populations were then re
infected with retroviruses expressing oncogenic ras (H-Ras-V12) (Serrano et al., 1997),
FML-IV (Ferbeyre et al., 2000) or an empty control vector (pBabe) and selected in
puromycin 2.5 ig/ml for 3 days.
Celi proliferation and senescence determination
Various assays were used to determine ceil proliferation. for growth curves, we
collected infected ceil populations two days afier selection and seeded 2 x 1 celis in each
well of a 12 wells plate (Costar, Corning Inc. NY). Ceils were counted imrnediately afier
attachment (day 0) or on days 2, 4 and 6 afier plating. Celi death was scored using the
Trypan blue staining assay. BrdU and 311-thymidine incorporation assays were performed
as described (Ferbeyre et al., 2000).
Senescence was scored by determining the percentage of the population exhibiting a




To prepare total celi extracts, ceils were collected by trypsinization, washed with
PBS, lysed in 100 t1 of SDS sample buffer (60 mM TrisHCl pH 6.8, 10 % glycerol, 2 %
SDS and 5% 2-mercaptoethanol) and boiled for 5 minutes. For immunoblotting, 20 g of
total celi protein were separated on SDS-PAGE and transferred to Immobilon-P membranes
(Millipore). The following primary antibodies were used: anti-p53 (1:1000, CelÏ Signaling),
anti-PhosphoSerl5 p53 (1:1000, Celi Signaling), anti-p21 (C19, 1:250, Santa Cruz), anti
pRb (G3-245, 1:250, BD Pharmingen), anti-Mcm6 monoclonal antibody (1:5, kindly
provided by Dr. H-J. Heidebreclit), anti-cyclin A (C 19, 1:500, Santa Cruz), anti-PML (PG
M3, 1:200, Santa Cruz) and anti-a-tubulin (B-5-1-2, 1:5000, Sigma). Signals were revealed
after incubation with anti-mouse or anti-rabbit secondary antibodies coupled to peroxidase
(Amershan UK) by using enhanced chemiluminescence (ECL, Amersham, UK), or
SuperSignal (West Pico, Pierce).
Fluorescence microscopy
For fluorescence microscopy, 2 x ceils were plated on coverslips positioned on
12 well plates (Costar, Corning Inc. NY). Twenty-four hours after plating, the ceils were
fixed with 4% paraformaldehyde for 15 minutes at room temperature. Then, the ceils were
washed in PBS and permeabilized using ice-cold 0.2% triton X-100 in PBS/BSA solution
for 5 minutes. Then, the cells were washed three times with PB$/BSA and incubated for
one hour at room temperature with the following primary antibodies : anti-p53 mix (1801,
1:100 and 421, 1:100, Santa Cruz), anti-Rb (Rb1C1, kindly provided by G. Klein), anti
PML (PG-M3, 1:400, Santa Cruz) and anti-PML rabbit polyclonal (kindly provided by K.S.
Chang, 1:100). The cells were washed and incubated for 1 hour with Oregon-Green and
Texas-Red conjugated secondary antibody (1:1000, Molecular Probes, Eugene, OR).
Finally, the ceils were washed three times with P35, incubated in 300 nM DAPI for 10
96
minutes and mounted on microscope siides. Images were obtained using a Nikon Eclipse
TE2000-U microscope and the software MetaMorph (Universal Imaging Corp.). The
figures were composed with Adobe Photoshop 6.0 and Canvas 8.
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Table I. E6/E7 reduce the number of PML bodies in cetis expressing oncogenic ras or
PML-IV.







a) The number ofPML bodies is the average ofcounting 100 ceils for each ceil
population.
b) The area of the PML bodies was estimated using the morphometric analysis feature
of the Metamorph software. We obtained the total quantity of pixels per nucleus,
using an intensity threshold that lighted ail PML bodies in a nucleus. This number
was then divided by the amount of PML bodies present in the ceil. Thereof, a
relative size of the PML bodies can be estimated, expressed in pixels.
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Figures and Iegends
Figure 1. Inhibition of PML-induced senescence by retroviral-mediated expression of
HPV E6[E7. A) Growth curves. MR90 celis expressing PML, PML plus E6/E7, Ras-V 12,
Ras-V12 plus E6/E7, E6/E7 and only control vectors (Control) were plated as described in
materials and methods. Celi numbers were scored immediately after attachment or afier 2, 4
and 6 days in culture. B) BrdU incorporation assay. The same celi populations were plated
at day 6 of the growth curve and grown in the presence of BrdU for 3 hours. The graphic
shows the average of nuclei positive for BrdU incorporation after counting 200 cells in
three separate experiments. C) and D) Senescence associated 3-galactosidase (SA-n-gal)
staining. Celis were fixed and stained at a day corresponding to day 6 of the growth curve.
The graphie in (C) shows the average of celis that stained positive for SA-f3-gal after
counting 200 ceils in three separated experiments. E) Immunodetection of PML bodies.
Ceils infected with the control vector LXSN or its derivative containing E6/E7 were
infected with either another control vector or its derivatives expressing Ras-V12 or PML.
Cells containing these retroviruses were fixed at a day conesponding to day 6 ofthe growth
curves. PML bodies were visualized by indirect immunofluorescence using the anti-PML














































Figure 2. Effects of E6fE7 on p53 and Rb locahzation during PML-induced
senescence. Celis expressing the control vector LXSN or its derivative encoding for E6/E7
were infected with either another control vector or its derivative expressing PML. A) p53
protein and PML bodies were visualized by indirect immunofluorescence using the anti
PML antibody (PG-M3) and the anti-p53 antibodies (1801 and 421). B) Rb protein was
visualized by indirect immunofluorescence using the anti-Rb antibody Rb1C1 and PML
bodies were visualized as in (A). Two kinds of ceils are shown to represent the population
of ceils expressing PML and the control vector LXSN. The middle panel represents the
maj ority of the ceils while the bottom panel is characteristic of around 16% of the ceils (see
text for comments). C) The frames corresponding to p53 staining in PML expressing celis
without (second from the top in panel A) and with E6/E7 (fourth from the top in panel A)
and to Rb staining in PML expressing celis without (ceil to the right in second frame from
the top in panel B) and with E6/E7 (fifth from the top in panel B) were enlarged and

































Figure 3. Individual expression of E7 is sufficient to inhibit PML-induced senescence.
A) Growth curves. IMR9O celis expressing the control vector LXSN or its derivative
expressing E6, E7 or E6/E7 were infected with a control vector pLPC (red) or its derivative
expressing PML (blue). Infected populations were plated for growth curves two days after
selection. Ceil numbers were scored immediately after attachment or after 2, 4 and 6 days
in culture. B) and C) Senescence associated 3-galactosidase (SA-3-gal) staining. The
graphic in (B) shows the average of ceils that stained positive for SA-D-gal at days 4 and 6
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Figure 4. The ability of E7 to bind Rb is required for the inhibition of PML-induced
senescence. A) 3H-thymidine incorporation assay. IMR9O celis expressing the control
vector LXSN or its derivative expressing E7 or E7\2 1-24 were infected with a control
vector pLPC (open bars) or its derivative expressing PML (ruled bars). 2 X 1 celis were
plated in triplicate 6 days after selection, 24 hours later a pulse of 5 1iCi of 3H-thymidine
were added and the incorporation was scored after overnight incubation B) and C)




















































































































































Figure 5. Dominant negative p53 is not sufficient to inhibit PML-induced senescence.
A) and B) Growth curves: IMR9O ceils expressing pWZL vector (A) or its derivative
coding for dominant negative p53 (dnp53) were infected with pLPC (Vector) pLPCPML
(PML) or pLPCp14 (ARF), and plated as described in material and methods. Celi
numbers were scored immediately after attachment (day O) or after 2, 4 and 6 days in
culture. The plot shows the celi number relative to the initial value for every ceil
population. C) Senescence associated 3-galactosidase (SA-3-gal). Celis at a day
corresponding to day 6 ofthe growth curve were flxed and stained as described in materials
and methods. The graphie shows the average of ceils that stained positive for SA-f-gal
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Figure 6. Effects of E6 and E7 on ccli cycle regulators in HDfs expressing PML or a
control vector. Celis expressing the control vector LXSN or its derivative expressing E6,
E7 or E6/E7 were infected with either another control vector or its derivative expressing
PML. CelÏ extracts were prepared from ceils collected at a day corresponding to day 6 of
the growth curves. Twenty tg of total proteins were used for SD$-PAGE and individual
proteins were visualized afier immunoblotting using specific antibodies.
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Figure 7. PML-induced senescence in mouse and human normal fibroblasts. In mouse
celis PML induces senescence through p53 while the Rb family of proteins act downstream
of p53 as suggested by Sage et aI., 2000. In hurnan fibroblasts, PML can directly engage
the Rb pathway without a p53 requirement. HPV E7 blocks PML-induced senescence by
blocking the Rb family of proteins but also triggers a p53 response. E6 is then required to
counteract E7-induced p53 activity. E6 and E7 also cooperate to inhibit the formation of
PML bodies. E6 and E7 could overcome an interferon-PML senescent response aimed to












$upplementary figures and legends
Supptementary figure 1. E7 induces cel] death in HDFs. IMR9O celis expressing LXSN,
E6, E7, or E6/E7 were infected with a PML expressing retrovirus or a control vector. Ceil

















Suppfementary figure 2. Effects of individual expression of E6 and E7 on PML bodies.
Celis bearing the control vector LXSN or its derivative containing E6 or E7 were infected
with either another control vector or its derivatives expressing PML. PML bodies were
visualized by indirect immunofluorescence using the anti-PML antibody PG-M3. Nuclei




Fable SI. F6 or F7 do mn reduce the ntimher of PMI. hodies when individua)l cprcsscd.





E7/Veetor 7±3 3 ± 12
E7/PML-IV 28±9 108±58
a and bj as in Table I
e) Wc obsers cd a considerable ‘. ariation in the site 01 PML boUles in celis expressing F6.
This is in large part due (o the presence ol Iwo ccli types in the populations of ceils
bearing F6 and PMI. e\pressing retm iruses. one w ith small PML hoUles and onc vith
large PML hodies as seen in cells e\pressing Pt\4L alone (sec supplernentar material Fig.
52).
ARTICLE 2: Regulation of the Rb pathway by CDK4
downregulation during $TAT5-induced senescence
Mise en contexte
Outre les membres de la voie Ras/RaftMek, peu d’oncogènes semblaient capables
d’induire la sénescence. À la recherche de nouveaux oncogènes induisant la sénescence
chez les cellules normales, nous avons étudié la réponse cellulaire générée suite à
l’expression d’un mutant constitutivement activé de STAT5A.
La description d’un nouveau modèle de sénescence permet de comparer les
mécanismes de déclenchement des voies de suppression tumorale. Cette étude suggère que
plusieurs voies différentes permettent d’activer la voie de Rb lors de la sénescence.
Cet article a été soumis pour publication en juin 2007 à Oncogene.
Note: Contribution(s) des auteurs:
FAM: Infection de cellules primaires, essais de prolifération (BrdU), immunofluorescences,
essais SA-f3-Gal, immunobuvardages et participation à l’écriture du manuscrit.
MFGL: Aide pour la culture cellulaire.
GF: Quantification des données d’immunofluorescence, supervision générale et écriture du
manuscrit.
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Abstract
The DNA damage response links multiple oncogenes to p53, but it is unknown if a
common mechanism connects oncogenes to the Rb pathway. We found that constitutively
active-STAT5A can induce a p53- and Rb-dependent cellular senescence response.
However, ca-STAT5A did flot induce ,21 1 6INK4a which are responsible for engaging
the Rb pathway during the senescence response to oncogenic ras. Intriguingly, ca-STAT5A
Ïed to a downregulation of CDK4 both at the protein and the mRNA level and enforced
expression of CDK4 blocked STAT5A-induced senescence in celis where p53 was
inactivated as well. The downregulation of CDK4 was associated to a dramatic decrease in
Myc levels and Myc target genes and a partial Iocalization of Myc in PML bodies.
Introduction of Myc or an allele of Myc resistant to proteasome dependent degradation
bypassed STAT5A-induced senescence and increased CDK4 levels in celis where p53 was




The retinoblastoma (Rb) family controls celi proliferation by providing a barrier for
celi cycle transitions (Classon and Harlow, 2002; Cobrinik, 2005). In molecular terms, this
barrier consists of a repression of the E2F family of transcription factors, which control the
synthesis of genes required for celi cycle progression (Muller et aÏ., 2001). The Rb family
mediated control is important for regulating celi proliferation but is also implicated in
preventing tumors (Classon and Harlow, 2002). During normal celi cycle, Rb is active
when hypophosphorylated. Growth factors, activate the CDK-cyclin complexes that
phosphorylate Rb, inhibiting its binding to E2f factors (Cobrinik, 2005). Gain of function
mutations in genes that stimulate celi cycle progression can potentially disable the Rb
barrier. Hence, for efficient tumor suppression, normal ceils must avoid Rb inactivation by
oncogenes. Studies on the senescent celi cycle arrest in response to oncogenic ras provided
a general model of Rb activation by oncogenes in normal ceils. Aberrant ras activity,
induces the expression of CDK irihibitors of the INK4 family such as pi 51NI(41 (Malumbres
et ai, 2000) and p16tNK4a (Serrano et al., 1997). As a consequence, Rb accumulates in its
active, hypophosphorylated form during Ras-induced senescence. This pathway is critical
for Ras-induced senescence because disabling either 161NK4a or the Rb family inhibits the
process (Huot et al., 2002; Serrano et al., 1997).
The senescence tumor suppressor mechanism is flot an exclusive response to
oncogenic ras. Other oncogenes can equally induce the process (Bartkova et al., 2006;
Dimri et al., 2000; Mallette et al., 2007), although the role ofthe Rb pathway has not been
fully investigated in every case. In addition, it is flot clear whether the INK4 proteins are
universal mediators of Rb activation in response to oncogenes or whether other
mechanisms can engage Rb to regulate senescence. To answer this question we have
developed a mode! of oncogene-induced senescence in normal human fibroblasts
expressing a constitutive active allele ofthe STAT5 oncogene (Mallette et aÏ., 2007).
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STAT5A and B (Signal Transducers and Activators of Transcription 5A and B)
were identified as two highly similar transcription factors that mediate the response to
prolactin in the mammary gland (Wakao et aÏ., 1994). They are also required for cell cycle
progression in peripheral T cells (Moriggi et aÏ., 1999) and may control genes regulating
the cell cycle, growth, death and differentiation in several tissues in response to hormones
and cytokines (Bowman et al., 2000; Yao et al., 2006). STAT5 transcription factors are
transiently activated by tyrosine phosphorylation in response to a variety of cytokines and
hormones (Gouilleux et al., 1995). Constitutive activation of STAT5 has been observed in
several human malignancies (Bowman et al., 2000). The oncogenic activities of STAT5
have been linked to its ability to stimulate celi proliferation (Friedrichsen et al., 2003;
Martino et al., 2001; Onishi et al., 199$) and block apoptosis in tumor cells (Nieborowska
Skorska et al., 2002; Ren et al., 2002; Sillaber et al., 2000). In some settings, STAT5
activation can cooperate with oncogenic ras for transformation (Hoover et al., 2001;
Sonoyama et al., 2002) indicating that they induce different oncogenic pathways.
We previously reported that STAT5A1 *6, a constitutively activated STAT5A, (ca
STAT5A) induced a p53- and Rb-dependent cellular senescence program (Mallette et al.,
2007). We now show that ca-STAT5A engages the Rb pathway by downregulating CDK4,
instead of the pi 64amediated mechanism described in RasV 1 2-induced senescence. We
also found that the ca-STAT5A allele blocks Myc activity and downregulates Myc levels
providing a mechanism for the decrease in CDK4. This downregulation of CDK4 was
necessary for senescence because enforced expression of CDK4 or its activator Myc
contributed to bypass STAT5A-induced senescence.
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Resu its
Constitutively activated STAT5 induces senescence in human celis
We reported that the DNA damage response (DDR) was required to induce p53
during STAT5-induced senescence (Mallette et al., 2007). However, the mechanism of
activation of the Rb pathway in response to ca-STAT5A remained unknown. To
investigate how $TAT5A engages the Rb pathway, we used a retrovirus that directs the
expression of ca-STAT5A in human diploid fibroblasts (HDFs). We used as a control a
virus expressing RasVl2, which is known to activate Rb by inducing p164a. RasVl2 or
ca-STAT5A-expressing HDfs proliferated normally during the first four days afier
retroviral infection, indicating that the immediate effect of the introduction of these
oncogenes does not inhibit celi growth. However, both RasVl2 and ca-STAT5A-
expressing ceils dramatically decreased their DNA synthesis eight days after retroviral
infection (six days post-selection) (Figure lA) and remained in a non-dividing state for at
least 20 days. Ceils expressing ca-STAT5A arrested their proliferation with a prominent G I
DNA content (figure 13) and displayed morphology of flat celis that stained positive for
(SA-n-Gal) (figure ÏC). This senescent response to STAT5A was also documented in BJ
celis, another strain of normal human fibroblasts (Supplementary figure 1) and in primary
mammary epithelial ceils (figure ID). Hence, STAT5A-induced senescence is flot
restricted to IMR9O fibroblasts.
Next we used a wild type allele of STAT5A to investigate if the ability of inducing
senescence correlated with oncogenic activity. We found that STAT5A-induced senescence
was only observed with the oncogenic allele STAT5AÏ*6 and flot with wild type STAT5A
(Supplementary figure 2). Also, ca-STAT5B (also known as STAT5B1*6), which had the
same activating mutations as STAT5A1*6, but was not constitutively phosphorylated to the
same extent (F igure lE), was not able to induce senescence in a significant proportion of
the celis (data flot shown). Importantly, the levels of ca-STAT5A attained with our
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retroviral vector were comparable to endogenous STAT5 levels in fibroblasts and were
much lower than the amounts found in the erythroleukemia lune K562 (figure lE). In
adition, the levels of phospho-STAT5A dispÏayed by ca-STAT5A infected fibroblasts were
comparable to those found in K562 celis (Figure lE). We concluded that ca-STAT5A
induced senescence in normal celis when activated to the same extent as it is found in
human cancers, providing a new mode! to investigate the mechanisms of Rb activation
during oncogene-induced senescence.
Constitutively active STAT5A induces the downregulation of CDK4 and
activation of the Rb pathway in human celis
The activation of the Rb pathway in response to oncogenes in normal ceils is known
to involve induction of CDK inhibitors, such as 21 16lNK4a or 15lNK4b (reviewed in
Lowe et al., 2004). These molecules block the activity of the CDKs, which are known to
catalyze Rb inactivation by phosphorylation ($herr, 1994). Therefore, a similar Rb
activating effect could be attained if CDK activity is inhibited by other means. To better
characterize the mechanism of Rb activation during ca-STAT5A-induced senescence, we
measured the levels ofthe upstream regulators and downstream effectors ofthe Rb pathway
(Figure 2A). To begin with, senescence induced by ca-STAT5A was characterized by Rb
hypophosphorylation, downregulation of the E2F-dependent genes Cyclin A and Mcm6
and up-regulation of ezrin. The latter was shown to be induced by Rb, mediating the
characteristic flat morphology of senescent celis (Yang and Hinds, 2003). Intriguingly, and
in contrast to Ras-induced senescence, ca-STAT5A did not induce 164a or p21 but lead
to a significant downregulation of CDK4. CDK4 downregulation was also observed at the
mRNA level (Figure 2B). In consequence, oncogenic STAT5A engages the Rb pathway by
a mechanism different from the one reported during Ras-induced senescence. To
investigate this mechanism, we next conducted a genetic analysis of the factors that can
rescue STAT5-induced senescence.
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Genetic analysis ofthe Rb pathway during STAT5-induced senescence
In human ceils, oncogene-induced senescence is a robust process and can occur in
celis where p53 or Rb have been disabled. In other words, to bypass senescence it is
necessary to inactivate both the p53 and the Rb pathway. To investigate the contribution of
the Rb pathway during $TAT5-induced senescence, we prepared IMR9O celi populations
expressing, alone or in different combinations, the viral oncoproteins E1A, E6 and E7 and a
dominant negative allele of p53 (dnp53). Disabling p53 activity witli dnp53 or F6 did not
block the senescence response to ca-STAT5A or RasVl2. Also, disabling the Rb pathway
with F7 did not block ca-STAT5A- or RasVl2-induced senescence (Figure 3). Only the
simultaneous inhibition of both pathways by co-expression of F6 and E7 or dnp53 and E7
or FiA, blocked STAT5A-induced senescence as revealed by the SA-(3-Gal marker (figure
3) or PML bodies induction (Supplementary figure 3). In fact, disabling Rb and p53
allowed the propagation of ca-STAT5A-expressing ceils for several passages without any
sign of proliferation arrest or senescence morphology. Similar resuits were previously
reported for the senescence response to RasVl2 in human cells (Ferbeyre et al., 2000;
Serrano et aÏ., 1997).
Next we investigated whether CDK4 levels were limiting in ceils that senesce after
expression of ca-STAT5A. To do the experiment, we first prepared IMR9O ceils expressing
F6 to inactivate the p53 pathway. In these ceils, the expression of CDK4 completely
bypassed STAT5A-induced senescence (f igure 4). These resuits suggest that CDK4
expression is the target of a tumor suppression mechanism that prevents the oncogenic
activity of STAT5A in normal ceils.
Mechanism of CDK4 downregulation during STAT5-induced senescence
The decrease in CDK4 protein and mRNA levels during STAT5-induced
senescence suggest either a decrease in CDK4 gene expression or an increase in mRNA
turnover. We first investigated the effects of STAT5A on the CDK4 promoter and its main
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known regulator c-Myc (Hermeking et al., 2000). This promoter contains Myc binding sites
and as reported before (Hermeking et al., 2000) it is stimulated by Myc in transient
transfection assays (data flot shown). Transfection of STAT5A together with Myc and the
CDK4 promoter blocked Myc activity (Figure 5). However, ca-STAST5A did flot affect the
ability of p53 to stimulate the p21 and the Mdm2 promoters (Figure 5). Hence, ca
STAT5A can specifically inhibit Myc activity.
Next we investigated Myc levels and activity in the context of ca-STAT5A-induced
senescence. STAT5-induced senescence caused a dramatic reduction of Myc protein levels
(Figure 6A). This degradation was proteasome dependent because the proteasome inhibitor
MG-132 rescued Myc levels (Figure 6B). This suggests that ca-STAT5A engages a
program of Myc inhibition tbrough proteasome degradation. To confirm this hypothesis we
measured other Myc target genes during STAT5-induced senescence. We found a
downregulation of classic Myc targets such as Cdc7 and Cdc25C (Figure 6C) (Lawior et
al., 2006). The magnitude of the decrease was similar to the decrease of the E2F target
thymidine kinase 1 (TK1). Taken together, the data reveal a downregulation of the Myc
pathway in response to oncogenic STAT5A.
Next we looked for STAT5-target genes that could influence Myc degradation. We
first focused on PML, which is known to be regulated by STAT transcription factors and
contain STAT5-binding sites in its promoter (Lavau et al., 1995). PML can interact with
Myc and induce its degradation (Buschbeck et al., 2007; Cairo et al., 2005; Smith et al.,
2004). As expected, we found that ca-STAT5A induced the formation of PML bodies when
expressed in normal human fibroblasts (Figure 6D). Also, using confocal microscopy we
revealed that a fraction of these PML bodies colocaÏized with Myc during STAT5-induced
senescence (Figure 6E). Although the extent of colocalization was rather moderate, it was
similar to previous reports of Myc localization to PML bodies (Cairo et al., 2005; Smith et
al., 2004). Together the data is consistent with a model of dynamic localization of Myc to
PML bodies where Myc may undergo degradation or a modification that ultimately targets
it to the proteasome.
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Myc cooperates with E6 to bypass SIAT5-induced senescence
To investigate whether the downregulation of Myc by ca-STAT5A is causal to the
senescence response, we prepared HDfs where the p53 pathway was inactivated using E6.
In this way, we can study the role of the Myc/CDK4/Rb pathway in isolation. Introduction
of ca-STAT5A in E6-expressing HDFs induced senescence as described above. However,
coexpression of ca-STAT5A with Myc and E6 dramatically reduced the numbers of
senescent celis (Figure 7A). An allele of Myc with increased stability due to the mutation
T5$A (Sears et al., 2000) was even more potent in blocking STAT5A-induced senescence.
Both Myc and MycT58A were able to rescue CDK4 expression in STAT5A-expressing
cells (Figure 73). These resuits indicate that Myc inactivates Rb via regulation of CDK4
expression in the context of celis expressing oncogenic STAT5A (Figure 7C). This
mechanism may contribute to the powerful oncogenic effects ofMyc.
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Discussion
We report here that ca-STAT5A activated the Rb pathway without measurable
induction of CDK inhibitors such as 161NK4a or p21, as reported in ceils expressing
RasVl2 (Huot et aÏ., 2002; Serrano et al., 1997). Rather, STAT5A-expressing celis
displayed a downregulation of CDK4. This downregulation was causal to the senescence
process because STAT5A-induced senescence was rescued by enforced expression of
CDK4 or the CDK4 activator Myc in cells where p53 was inactivated by E6.
The mechanism of CDK4 downregulation during STAT5-induced senescence seems
to operate, at least in part, at the mRNA level and may involve the ability of STAT5 to
downregulate Myc. In agreement with our model, ablation of one c-myc allele in primary
flbroblasts using hornologous recombination induced cellular senescence. However, in that
case, low levels of Myc failed to activate Bmil, a p16INK4 repressor (Guney et al., 2006).
Perhaps this particular effect of Myc inhibition does not occur in the context of the
expression of oncogenic STAT5.
Our work links the regulation of Myc stability to the senescence program, placing
Myc as a critical regulator ofthe Rb pathway. In agreement, enforced expression ofMyc in
human prirnary prostate epithelial celis inactivated the Rb pathway leading to cellular
immortalization (Gil et al., 2005). Genetically, downregulation of Myc during STAT5-
induced senescence is equivalent to the role proposed for 164a during Ras-induced
senescence. Our data also implies that factors regulating Myc stability in response to
oncogenes play important tumor suppressor roles. One of those factors is the PML protein,
which has been shown to regulate Myc degradation (Buschbeck et al., 2007; Cairo et al.,
2005) and can be directly regulated by STAT5A or p53 (de Stanchina et al., 2004; Lavau et
al., 1995). Although PML is induced by oncogenic ras via p53 (de Stanchina et al., 2004;
ferbeyre et al., 2000), we did flot find a dramatic CDK4 or Myc downregulation during
Ras-induced senescence. This may indicate that other $TAT5 regulated genes play a
critical role in Myc degradation.
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One intriguing finding in this study is that expression of CDK4 or Myc alone could
flot rescue ceils from STAT5A-induced senescence. This is because oncogenes induce p53
via DNA damage signaling (Bartkova et ai., 2006; Di Micco et ai., 2006; Mallette et ai.,
2007). Therefore, activation of p53 in celis with a disable Rb pathway is sufficient to
induce senescence (Mallette et al., 2007; Serrano et al.. 1997). On the other hand,
disruption of the p53 pathway did flot prevent senescence in response to oncogenic ras or
ca-STAT5A, indicating that the Rb pathway is also sufficient to induce senescence. In
agreement, it has been shown that Cdk4 disruption leads to a p53 independent senescence
in mouse primaiy fibroblasts (Zou et ai., 2002). Hence, both Rb or p53 tumor suppressors
can activate the program leading to cellular senescence and disruption of both pathways is
required to allow ceil proliferation in response to activated oncogenes in primary human
celis. These independent connections of the Rb and p53 pathway with oncogenic signais
ensure robustness in tumor suppression pathways, preventing celi transformation when p53
or Rb is accidentally inactivated (Figure 7C). However, in wiid type celis, both pathways
act in concert showing multiple cross connections. For exampie the p53 target p21 can
activate Rb via inhibition of CDKs (Harper et ai., 1995). Aiso, PML can activate both the
p53 and the Rb pathway (Ferbeyre et al., 2000; Mallette et al., 2004; Pearson et al., 2000).
Our work has important implications for tumors that are characterized by a
constitutive activation of $TAT5. These include many frequent neopiasias such as several
ieukemias (Bowman et al., 2000; Kato et al., 2005; Siliaber et al., 2000), Hodgkin
lymphoma (Weniger et al., 2006), breast cancer (Nevalainen et al., 2004; Yamashita and
Iwase, 2002), prostate cancer (Li et aÏ., 2004) and head and neck cancer (Xi et al., 2003).
We anticipate that these tumors must have genetic or epigenetic changes inactivating the
signaling pathways from STAT5A to senescence including overexpression of Myc and loss




Normal human diploid fibroblasts (HDFs) BJ (Dr. S. Lowe) and 1MR90 (ATCC)
were cultured in Dulbecco’s modifled Eagle medium (DMEM, GIBCO) supplemented with
10% fetal bovine serum (FBS, Hyclone, Utah) and 1% penicillin G/streptomycin sulfate
(GIBCO). Primary human mammary epithelial celis (HMEC) were cultured in MEGM
(Clonetics) containing 10 ng/mL hEGF, 5 tg/mL insulin, 0.5 tg/mL hydrocortisone,
50 cg/mL gentamicin, 50 ng/mL amphotericin-B and 52 tg/mL bovine pituitary extract at
37°C with 5% C02.
Retroviral vectors are described in supplementary methods. Retroviral-mediated
gene transfer, ceil proliferation analysis (growth curves, BrdU and 3H-thymidine
incorporation assays), celi cycle analysis and senescence assays were done as described
(ferbeyre et al., 2000; Mallette et al., 2007).
Protein expression analysis
To prepare total cellular protein, celis were collected by trypsinization, washed with
PBS, lysed in 100 iL of SDS sample buffer (60 mM Tris-HC1 pH 6.8, 10 % glycerol, 2 %
SDS and 5% 2-mercaptoethanol) and boiled for 5 min. For Western blots, 20 tg of total
celi protein were separated on SDS-PAGE and transferred to Immobilon-P membranes
(Millipore). Primary antibodies are described in supplementary methods. Signals were
revealed after incubation with anti-mouse or anti-rabbit secondary antibodies coupled to




for luciferase assays, H 1299 ceils were seeded at 2,5 x ceils per well in 6 wells
plates. Celis were transfected using Lipofectamine 2000 (Invitrogen) with 2 ig of the
firefly luciferase reporter plasmid under the control of the CDK4 (C. V. Dang, Joims
Hopkins USA), p21 or MDM2 promoter, 0,5 tg of the Renilla luciferase reporter plasmid
under the control of the f3-globin promoter, 250 ng of Myc or p53 expressing plasmids and
increasing amounts (0tg, 0,ltg or ltg) of pBabeSTAT5Al*6 (ca-$TAT5A). The total
quantity of plasmid was kept constant by adding the empty vector pBabe. Ceils were
harvested 24 hours after transfection and processed for Dual-Luciferase assay (Promega)
according to manufacturer’s instructions.
RNA analysis
For real time RT-PCR or semi-quantitative RT-PCR, 2-5ig of total RNA were
reverse transcribed with RevertAidTM H Minus First Strand Synthesis kit (Fermentas) using
oligo dT primers and the resulting first strand cDNA was used as template for PCR.
Specific primers are described in supplementary methods.
Fluorescence microscopy
for fluorescence microscopy, 2 x i04 control IMR9O ceils expressing the indicated
retroviral vectors were plated on coverslips placed on 6 wells plates (Costar, Corning Inc.
NY). Twenty-four hours afier plating, the ceils were fixed with 4% paraformaldehyde for
15 min at room temperature. Then the cells were washed in PBS and permeabilized using
ice-cold 0.2% triton X-100 in PBS-3%BSA solution for 5 min. Then the ceils were washed
tbree tirnes with PBS!BSA and incubated for one hour at room temperature with the
primary antibodies. Next, the celis were washed with PBS/BSA and incubated for 1 hour
with Alexa 48$ and or Alexa 574 secondary antibody (1:1000, Molecular Probes). Finally,
the ceils were washed three times with PBS, incubated in 300 nM DAPI for 10 min and
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mounted on microscope siides with VectaShield (Vector Labs, USA). Indirect
immunofluorescence images were obtained at room temperature using a Nikon Eclipse TE
2000U microscope and the MetaMorph software (Universai Imaging Corp.) Confocal
images were obtained with the Olympus FluoView 300 confocal microscope and the
software f luoView. Ail images were then processed using Adobe Photoshop 6.0.
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Figure 1. STAT5A activation induces senescence in human celis. A) BrdU incorporation
of IMR9O ceils with a control vector (V), oncogenic ras (R) or STAT5AI *6 (5A). B) Ceil
cycle analysis of IMR9O celis infected with control vector or STAT5A1 *6. C) SA-3-ga1
staining of normal human diploid fibroblasts IMR9O celis infected with control vector,
RasVl2 or STAT5A1*6. D) SA-j3-gal staining ofhuman mammary epithelial ceils infected
with control vector, RasVl2 or STAT5A1*6. E) Western blot analysis of STAT5 and
phospho-STAT5 in IMR9O celis expressing a control vector (V) or its derivatives
expressing STAT5A1*6 (5A) or STAT5B1*6 (5B), and in K562 cells. for C) and D), the
percent and standard deviation of SA-j3-gal positive cells is indicated at the bottom riglit of
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Figure 2. STAT5A engages the Rb tumor suppressor pathway by downregulating
CDK4. A) Western blot analysis of the Rb pathway in IMR9O celis bearing control vector
(V), RasV 12 (R) or STAT5A 1 * 6 (5A). B) Quantitative real-time PCR for CDK4 in IMR9O









































Figure 3. p53 and Rb requirement for STAT5-induced senescence in human celis. SA
3-ga1 staining 6 days post-selection of IMR9O celis bearing the empty vector LXSN, LXSN
and dominant negative p53 (dnp53); LX$NE6; LXSNE7; dnp53 and LXSNE7;
LXSNE6/E7 or E1A, and then infected with an empty vector (pBabe) or its derivative
expressing STAT5A1*6. Percent and standard deviation of SA-(3-gal positive ceils is
indicated at the bottom right of each panel. Data represent three independent experiments
done with celis collected six days post-selection.
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Figure 4. CDK4 cooperates with E6 to bypass STAISA-induced senescence. SA-3-ga1
staining of IMR9O ceils bearing control vector or its derivative expressing STAT5A1 *6
infected with empty vectors, vectors expressing CDK4R24 or both CDK4R24 and F6.
Percent and standard deviation of SA-f3-gal positive celis is indicated at the bottom right of












Figure 5. STAT5A antagonizes Myc on the CDK4 promoter. Dual-luciferase assay in
H1299 ceils transiently transfected with the CDK4, p21 or Mdm2 prornoter firefly
luciferase plasmid, the f3-globin promoter Renilla luciferase plasmid and the indicated
vectors. Asterisk represents a significant decrease of luciferase activity (Student’s t test p <

















































Figure 6. Decrease of Myc activity during STAT5A-induced senescence and Myc
loca]ization to PML bodies. A) Western blot of Myc during STAT5A-induced senescence
in IMR9O ceils. B) Indirect immunofluorescence of Myc in STAT5A-induced senescence.
IMR9O celis infected with STAT5A1 *6 were either treated with DMSO or the proteasome
inhibitor MG-132 at 5tg/mL for 4 hrs. C) Quantitative real time RT-PCR against different
Myc-target genes in IMR9O celis infected with a control vector or STAT5A1 *6. RNA
samples were collected 6 days post-selection. D) PML immunofluorescence of IMR9O celis
with control vector or STAT5A1 *6. f) Co-localization of Myc in a subset of PML bodies
during $TAT5-induced senescence using confocal microscopy. Arrows indicate co



























Figure 7. Myc cooperates with E6 to bypass STAT5A-induced senescence. A) SA--ga1
staining of IMR9O celis bearing control vector or its derivative expressing ca-STAT5A
infected with empty vectors, or vectors expressing Myc, MycT5s\ and E6 as indicated. B)
Western blot analysis of CDK4 expression in STAT5-infected ceils expressing Myc or
MycT58\. The loading control (LC) represents a non-specffic band detected equally in ail
sampies. C) Model for STAT5A-induced senescence indicating independent connections















































Supplcmentary Figures and Iegends
Supplementary figure 1. Induction of senescence by STAT5A1*6 in BJ fibroblasts.
STAT5A1 *6 induces senescence in BJ human fibrobtasts. SA-3-ga1 staining 6 days post
selection. The percent and standard deviation of SA-3-gaI positive celis is indicated at the
bottom right of each panel. Data represent three independent experiments done with celis






Supplementary figure 2. Inabilîty ofwild type STAT5A to induce senescence. SA--ga1
of IMR9O ceils infected with empty vector, STAT5A1 *6 or $TAT5Awt. The percent and
standard deviation of SA-f3-gal positive ceils is indicated at the bottom right of each panel.










Supplementary figure 3. Disruption of p53 and Rb pathways blocks PML bodies
formation by STAT5A1*6. Indirect immunofluorescence of PML in vector or
STAT5A1*6infected IMR9O expressing control empty vector LX$N or LXSNE6/E7 at
day 6 post-selection. Expression of E6 and E7 blocks formation of PML bodies in normal



















p3abe, pBabeRas, pLPC, pLPCE1A, pWZL and pWZLRas were previously
described (1), LXSN, LXSNE6, LXSNE7, LXSNE6IE7 were provided by Dr. D.
Galloway, MSCV-Myc and MSCV-MycT5$A were provided by S. W. Lowe. STAT5A1*6
and STAT5B1*6 were subcloned from pMXSTAT5AI*6 and pMXSTAT5B1*6 (3) into
pBabe as EcoRi-SalI fragments.
Antibodies for immunoblots
Primary antibodies used were anti-Rb (G3-245, 1:250, BD Pharmingen), anti
p16NT(4a (F-12, 1:500, Santa Cruz), anti-CDK4 (C-22, 1:250, Santa Cruz), anti-cyclin A (C-
19, 1:500, Santa Cruz), anti-MCM6 (provided by Dr. Heidebrecht, 1:10), anti-Ezrin (07-
130, 1:1000, Upstate), anti-p19’ (1:500, Novus), anti-p53 (9282, 1:1000, Ceil Signal ing),
antiacety1p53K32O (GEA2044-1, 1:50000, Genex Bioscience), anti-Hdm2 (2A10, from
A.Levine. 1:250), anti-p21 (C-19, 1:750 Santa Cruz), anti-phospho-STAT5 (9351, 1:1000,
Ceil Signaling), anti-STAT5 (G-2, 1:1000, Santa Cruz), anti-PML (PG-M3, 1:200, Santa
Cruz), and anti-a-tubulin (B-5-1-2, 1:5000, Sigma).
Antibodies for indirect immunofinorescence
Primary antibodies used for immunofluorescence were anti-p53 (CM1, 1:50,
Novocastra) and anti-PML (PG-M3, 1:400, Santa Cruz). Secondary antibodies used were
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ARTICLE 3: The DNA damage signaling pathway is a
critical mediator of oncogene-induced senescence
Mise en contexte
Les lésions pré-néoplasiques humaines expriment de nombreux marqueurs
trahissant la présence d’une réponse de dommage à l’ADN activée.Toutefois, lorsque les
tumeurs progressent en lésions plus agressives, la réponse de dommage à l’ADN est
abrogée suggérant que l’inactivation de cette réponse de dommage à l’ADN constitue un
prérequis à la progression tumorale.
Afin de déterminer le rôle de la réponse de dommage à l’ADN lors du mécanisme
de suppression tumorale que constitue la sénescence, nous avons utilisé un shRNA ciblant
AIM. Il fut alors possible de préciser le rôle critique que joue la réponse de dommage à
l’ADN lors de la sénescence induite par les oncogènes Ras, STAT5 et E2F1.
Cet article a été publié en janvier 2007 dans Genes & DeveÏopment aux pages 43-48.
Note: Contribution(s) des auteurs:
fAM: Infections de cellules primaires, essais de prolifération (BrdU),
immunofluorescences, essais SA-(3-Gal, immunobuvardages et participation à l’écriture du
manuscrit.
MFGL: Aide pour la culture cellulaire.
Gf: Quantifications des données d’immunofluorescence, supervision générale et écriture du
manuscrit.
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Here we report that RNA interference against ATM inhibited p53 accumulation in
celis expressing oncogenic STAT5 and cooperated with Rb inactivation to suppress
STAT5A-induced senescence. Knocking down ATM was also effective to bypass E2F1-
induced senescence and in combination with Rb inactivation, inhibited RasVl2-induced
senescence. Ceils that senesced in response to ca-STAT5A or RasVl2 accumulated DNA
damage foci, activated AIM, ATR, Chkl and Chk2, indicating that aberrant oncogene
activation induces a DNA damage signaling response. Intriguingly, bypassing oncogene
induced senescence by inactivation of p53 and Rb did not eliminate the accumulation of
oncogene-induced DNA damage foci (ODDI) suggesting a mechanism that may limit
transformation in immortalized cells.
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Introduction
Normal ceils possess natural defenses against transformation into cancer celis.
Oncogenes, such as myc or E1A, trigger a ceil death program while oncogenes such as ras,
raf or mek, induce a permanent growth arrest program indistinguishable from the
senescence response previously characterized during serial passage of primary fibroblasts
(Lowe et al. 2004). The tumor suppressor pathways controlled by p53 and Rb are necessary
for the senescence program (Seffano et al. 1997) and other tumor suppressors have also
been linked to senescence (Lowe et al. 2004). Although Rb and p53 represent two
important control points in the senescence network, the proteins connecting oncogenic
activity to these tumor suppressors are also critical for an efficient antitumor response.
Several candidate proteins have been proposed to connect oncogenes to p53. The first
described was ARF, which is activated by multiple oncogenic stimuli (de Stanchina et al.
1998; Zindy et al. 199$; Zindy et al. 2003) and is required for induction of p53 and
senescence in response to oncogenic ras in mouse primary fibroblasts (Palmero et al. 199$;
Ferbeyre et al. 2002) or keratinocytes (Lin and Lowe 2001). On the other hand, oncogenic
ras does flot induce p53 via ARf in human fibroblasts and, as a consequence, ARF is not
required for ras-induced senescence in these cells (Wei et al. 2001). ARF was also
dispensable for p53 activation and apoptosis afier Rb inactivation and E2F induction in
mice (Tolbert et al. 2002). Other candidates connecting oncogenic ras to p53 are the p38
MAPK pathway (Deng et al. 2004), PML protein (Ferbeyre et al. 2000; Pearson et al.
2000), PEA-15 (Gaumont-Leclerc et al. 2004) and seladin (Wu et al. 2004). In summaly,
multiple signaling pathways seem to connect RasVl2 to p53 and no unique sensor of
oncogenic activity has yet emerged from these studies.
b investigate the nature of the signais that activate the p53 pathway during
senescence, we thought that it would be valuable to compare two oncogenes that activate
different signaling pathways. We anticipated that each oncogene might trigger specific
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pathways but also a general cellular stress that could signal an oncogenic threat in the ceils.
Therefore, we generated a nove! model of oncogene-induced senescence using a
constitutiveiy active ailele of STAT5 (ca-STAT5). STAT5A together with STAT5B are
transcription factors that mediate cytokine and hormone signais. Their constitutive
activation bas been observed in several human cancers and they are oncogenic in ceil
culture modeis and transgenic animais (Bowman et al. 2000). In this study, we report that
knocking down ATM expression with a short hairpin RNA biocked p53 induction in
response to aberrant STAT5A activation and bypassed the senescence response to this
oncogene when the Rb pathway was also inactivated. Knocking down ATM also inhibited
12f 1 -induced senescence and in combination with Rb inactivation, suppressed RasV 12-
induced senescence. In agreement, normai ceils expressing ca-$TAT5 or RasVl2
accumuiated DNA damage foci and exhibited a constitutive activation ofthe DNA damage
signaiing pathway. Bypassing senescence by inactivating the p53 and the Rb tumor
suppressor pathways did not eiiminate the DNA damage foci, expiaining why they persist




Induction of p53 and senescence by ca-STAT5A requires ATM
b investigate the pathways linking oncogenes to p53 and senescence, we first
infected normal human diploid fibrobÏasts IMR9O or BI (data flot shown) with retroviruses
expressing a constitutive allele of STAT5A (ca-STAT5A) also known as STAT5A1*6
(Onishi et al. 199$) or an empty vector. Ca-STAT5A induced a celi cycle arrest with the
characteristics of cellular senescence (Figure lA) including low BrdU incorporation and the
nuclear accumulation of the p53 tumor suppressor protein (Figure lB). In previous studies,
we found that the ATM kinase and the DNA damage signaling pathway was required for
senescence in response to f3-interferon (Moiseeva et al. 2006). To investigate if a similar
pathway was active in ceils expressing ca-STAT5A we knocked down ATM expression
using an already validated small hairpin RNA (shAIM) (Mukhopadhyay et al. 2005;
Moiseeva et al. 2006) (Figure 1C). Ceils expressing shAIM accumulated much less p53
than ceils expressing a control hairpin (f igure 1D) but did not bypass the senescent
response to ca-STAT5A in normal human fibroblasts (Fig I E). STAT5A-induced
senescence was neither bypassed in ceils expressing the human papillomavirus
oncoproteins F6 or F7, which inactivate the p53 and the Rb pathway respectively.
However, coexpressing both E6 and E7 did circumvent ca-$TAT5A-induced senescence
(Figure lE). In agreement with the ability of shATM to inhibit p53 accumulation in
response to ca-STAT5A, combining shATM with E7, but not with E6, also blocked ca
STAT5A-induced senescence (figure lE). In this way, shATM acted geneticaÏly as a p53
suppressor. We concluded that either the p53 or the Rb pathway is sufficient for the
senescence response to STAT5A and that the p53 pathway was activated via the DNA
damage responsive kinase ATM.
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To extend these resuits to other oncogenes, we studied the effect of shATM on the
senescence response to E2f 1 and RasVl2. E2F1-induced senescence can be rescued upon
inactivation of p53 alone (Dimri et al. 2000). In agreement, sbATM rescued E2F1-induced
senescence as efficiently as an shRNA against p53 (Supplementary figure 1). In contrast, to
STAT5A-induced senescence, RasVl2-induced senescence is more complex and can flot be
entirely rescued with E6 and E7 (Mallette et al. 2004). Co-expression of RasVI2 with E7
and shATM did not prevent the senescence of most ceils in the population, but afler 12
days in cultures we visualized colonies of $A-3-GaI negative ceils that could further
propagated with few signs of senescence (figure 1 E). Taken together, these resuits suggest
that the DNA damage signaling pathway is critical for the senescence response to
oncogenes.
STAT5A and RasVl2 induce a constitutive activation of the DNA damage
signaling pathway
AIM is activated by double stranded breaks and other forms of damage to DNA
(Bakkenist ami Kastan 2003). These lesions can be readily visualized using antibodies
against ‘H2AX, which is a phosphorylated version of the histone H2AX at serine 139
(d’Adda di Fagagna et al. 2003; Bartkova et al. 2005; Gorgoulis et al. 2005). Staining with
these antibodies revealed the presence of DNA damage foci in cells that were induced to
senesce by oncogenic STAT5A, oncogenic ras or hydrogen peroxide (Figure 2A, B).
To further characterize the DNA damage foci in ceils expressing ca-$TAT5A or
RasVl2, we performed confocal immunofluorescence to reveal other components of the
DNA damage foci. F irst, these foci were labeled with an antibody against 53BP1 (figure
3A and supplementary figures 2 and 3), a component of the DNA damage response
required for p53 activation (Wang et al. 2002). Next, these foci were stained by an antibody
that recognizes ATM phosphorylated at serine 1981, which indicates activation of this
kinase (Bakkenist and Kastan 2003) (Figure 3A and supplementary figure 3). In agreement,
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we found that antibodies against the phospho-epitope pS/IQ, which is the consensus
phosphorylation site of ATM and AIR. also labeled them (Figure 3B). Quantitation of the
data using indirect immunofluorescence, confirmed again that ceils expressing oncogenic
STAT5A have multiple DNA damage foci when compared with normal celis expressing a
vector control (Figure 3C). Foci containing yH2AX or pS/TQ epitopes were more
numerous than foci labeled by phosphoATMSl9$l or the ATM target phospho-53BP1,
suggesting that other PIKKs are active in senescent ceils. In accord, we detected numerous
ATR foci in cells expressing either RasVl2 or ca-STAT5A (supplementary figure 4).
However, the pattern of ATR staining was different from the pattern induced by replication
arrest in ceils treated with hydroxyurea (Supplementary figure 4), suggesting that the
oncogenic pathway to ATR activation does flot involve a classic S phase arrest. This is
consistent with the fact that senescence induced by RasVl2 (Serrano et al. 1997) or ca
STAT5A (data flot shown) involves an arrest in Gi. In addition, both ca-STAT5A and
RasVl2 induced Chkl phosphorylation at serine 317, a site known to be phosphorylated by
ATR (Zhao and Piwnica-Worms 2001) or ATM (Gatei et al. 2003). Intriguingly, ca
STAT5A induced CMc2 phosphorylation at threonine 6$ (Figure 3D), while RasVl2
induced phosphorylation of Chk2 at serine 19. Both sites are part of a cluster of S/TQ
phosphorylation sites which are recognized by PIKK kinases sucli as AIM and AIR
(Matsuoka et al. 2000). It is flot presently clear why these two oncogenes induce a different
phosphorylation pattern in Chk2, but it is known that ah S/IQ sites in the N terminus of
Chk2 are individually sufficient to activate the protein (Xu et al. 2002). As expected,
shÀTM blocked the phosphorylation of Chk2 at threonine 68 in ceils expressing ca
STAT5A (Figure 3E). Together, these results suggest that DNA damage foci are
constitutively signaling through protein phosphorylation in celis expressing ca-STAI5A or
RasVl2.
DNA damage foci that accumulate in replicative senescence are organized around
short telomeres, which may look as double stranded breaks (d’Adda di Fagagna et al. 2003).
However, as shown in Supplementary figure 5, oncogene-induced DNA damage foci did
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flot colocalize with telomeres as identified with an antibody against YRF2. In agreement,
expression of telomerase alone or in combination with E6 or E7 did flot rescue senescence
in response to ca-STAT5A (data flot shown) or RasVl2 (Wei et al. 1999). These resuits
suggest that oncogenes do flot activate the DNA damage signaling pathway by promoting
telomere shortening or uncapping. The activation of the DNA damage signaling pathway
we observe in oncogene-induced senescence can be secondary to multiple kinds of damage
to DNA and chromatin induced by aberrant oncogenic activity (Rouse and Jackson 2002).
This response can be activated by DNA damaging agents such as reactive oxygen species
(Lee et al. 1999; Vafa et al. 2002; Wu et al. 2004; Moiseeva et al. 2006) but also by stalled
replications forks (Osborn et al. 2002). altered nucleus-cytoplasmic ratio (Shimuta et al.
2002) or after changes in the chromatin (Bakkenist and Kastan 2003; Hoek and Stiilman
2003; Ye et al. 2003). Hence, oncogenes activating dissimilar signaling pathways such as
RasV 12 or STAT5A may induce DNA damage foci through different mechanisms. We
propose to call these foci as Oncogene-induced DNA çamage foci or ODDI.
Oncogene-induced NA damage focj (ODDI) persist in ceils that
bypassed senescence.
The presence of DNA damage foci characterized both advanced human
cancers and premalignant lesions (DiTullio et al. 2002; Bartkova et al. 2005; Gorgoulis et
al. 2005). Since those tumors must have already found a way around the senescent barrier
we reasoned that bypassing oncogene-induced senescence might not eliminate ODDI. To
investigate this point we used E6 and E7 or E1A to bypass the senescent arrest to both ca
STAT5A and RasV12. As expected, ceils expressing E6, E7 and ca-STAT5A, FIA and ca
STAT5A, F6, E7 and RasVl2 or E1A and RasVl2 also contained ODDI (Figure 4). These
foci were also labeled by the antibody recognizing phospho-ATM Sen 981 (Supplementary
fig. 6) and phospho-53BP1 (data flot shown) suggesting that ATM is active in celis that
escape senescence. A quantitation of phospho-ATM foci in senescent ceils and in cefls that
bypassed senescence with E 1 A revealed that the average number of foci did not change
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(Supplementary fig. 6). Hence, DNA damage signaling persists after bypassing senescence
where it may provide additional antiproliferative barriers. In fact, it is known that bypassing
senescence is flot sufficient to transform primary celis (Morales et al. 1999; Dannenberg et
aI. 2000; Peeper et al. 2001). One possibility is that DNA damage foci activate other
barriers to liait cellular transformation.
In conclusion, we propose that oncogenic activity is sensed on the DNA, leading to
the formation of oncogene-induced DNA damage foci (ODDI) and the activation of the
DNA damage signaling pathway. Early in the tumorigenesis process this pathway leads to





IMR9O celis (ATCC) and BI normal fibroblasts (S. Lowe) were cultured in
Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM, GIBCO) supplemented with 10% fetal
bovine serum (FBS, Hyclone, Utah) and 1% penicillinc G! streptomycin sulfate (GIBCO).
pBabe, pBabeRas, pLPC, pLPCE1A, pWZL and pWZLRas were previously described
(ferbeyre et al. 2000), and LXSN. LXSNE6, LXSNE7, LXSNE6/E7 were provided by Dr.
D. Galloway. STAT5A1*6 and $TAT5B1*6 were subcloned from pMXSTAT5A1*6 and
pMXSTAT5BÏ*6 (Onishi et al. 1998) into pBabe as EcoRi-SalI fragments. shRNA against
AIM (shATM) was described by Mukhopadhyay et al. Retroviral-mediated gene transfer,
BrdU incorporation, ceil cycle analysis, senescence assays and fluorescence microscopy
were done as described (Ferbeyre et al. 2000).
Protein expression analysis
Celis were collected by trypsinization, washed with PBS, lysed in 100 iL of SDS
sample buffer (60 mM Tris-HC1 pH 6.8, 10 % glycerol, 2 % SDS and 5% 2-
mercaptoethanol) and boiled for 5 min. Twenty tg of total celi protein were separated on
SDS-PAGE and transferred to Immobilon-P membranes (Millipore). Primary antibodies
S3l7
-‘
. . 16$used were anti-phospho-Chkl (2i44, 1:1000, Ccli Signaling), anti-phospho-Chk2
(2661, 1:1000, Ccli Signaling), antiphosphoChk2S9 (2666, 1:1000, Celi Signaling), anti
Cbk2 (2662, 1:1000, Celi Signaling), anti-ATM (from M.B. Kastan, St. Jude Chiidren’s
Research Hospitai, TN) and anti-a-tubulin (B-5-1-2, 1:5000, Sigma). Signais were reveaied
after incubation with anti-mouse or anti-rabbit secondary antibodies coupled to peroxidase
(Amersham) by using enhanced chemiluminescence (ECL. Amersham) or Lumi-Light’
(Roche). Primary antibodies used for immunofluorescence were anti-’H2AX (JBW3O1,
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1:200, Upstate), anti-5311P1 (Ab-1, 1:200, Oncogene), anti-pS/TQ epitopes (2851, 1:200,
Ceil Signaling), antiphosphoATMSl98t (1OHII.E12, 1:200, CeIl Signaling), anti-TRF2
(4A794, 1:200, Upstate), anti-p53 mix (1801, 1:100 and 421, 1:100, Santa Cruz) and anti
p53 (CM1, 1:50, Novocastra). Secondary antibodies used were Alexafluor 48$ or
Alexafluor 56$ conjugated secondary antibodies (1:1000, Molecular Probes).
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figures and legends
Figure 1. ATM is critical for oncogene-induced senescence. A) SA-(3-gal staining of
hurnan diploid fibroblasts IMR9O infected with control vector or ca-STAT5A. Percent of
SA-(3-gal positive celis is indicated at the bottom of each panel. Percent of celis that
incorporate BrdU is shown bellow the panels. B) Indirect immunofluorescence showing
p53 induction by ca-$TAT5A in ceils fixed eight days after infection. C) Quantitation of
ATM protein levels in IMR9O infected with a control hairpin or the anti-ATM hairpin
vector. D) Indirect p53 immunofluorescence in IMR9O ceils expressing the indicated
vectors. The staining intensity is translated into a color code using the software Metamorph.
E) Rescue of ca-STAT5A-induced senescence by shRNA against ATM measured by SA-3-
gal staining. IMR9O ceils bearing the empty vector LXSN or its derivatives expressing E6
or E7 were infected with an empty vector or its derivative expressing an shRNA against
ATM together with STAT5A1*6. The percent and standard deviation of SA-f-ga1 positive
celis is indicated at the bottom right of each panel. Data represents three independent
experiments done with ceils collected six days post-selection. F) Rescue of RasV 12-
induced senescence by shRNA against ATM measured by SA-3-gal staining. fibroblasts
bearing the empty vector LXSN or its derivative expressing E7 were infected with an
empty vector or its derivative expressing an sbRNA against ATM together with RasVl2.
The percent and standard deviation of SA-3-gal positive ceils is indicated at the bottom
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Figure 2. DNA damage foci in oncogene-induced senescence. A) Indirect
immunofluorescence for yH2AX foci in celis expressing controÏ vector, RasVl2 or
STAT5A1*6. As positive control, ceils were treated with hydrogen peroxide. B)
Quantitation of the number of yH2AX foci. Histogram indicates the number of celis
containing 1, 2-5, 6-10 and more than 10 foci. The data represents the average and standard



























































































































Figure 3. Characterization of the DNA damage signaling pathway in STAT5A-
ïnduced senescence. A) Colocalization 53BP1 foci with phospho-ATM5198’ j
STAT5A1 *6expressing ceils by confocal immunofluorescence. B) Colocalization yH2AX
foci with phospho-S/TQ epitopes in STAT5A1*6expressing celis by confocal
immunofluorescence. C) Quantitation of DNA damage foci, asterisk represents a p<O,OOY
using the Student’s t test. D) Immunoblots for Chkl and Chk2 phosphorylation. E) ATM is















































Figure 4. Oncogene-induced UNA damage foci (ODDI) persist after inactivation of the
senescence program. Confocaï immunofluorescence of celis stained with anti-533P I and



































Supplementary figures and legends
Supplementary figure 1. E2F1-induced senescence is inhibited by shRNAs against p53
or ATM. SA-3-gal staining of human diploid flbroblasts expressing a control shRNA, an
shRNA against p53 (Voorhoeve and Agami 2003) or an shRNA against ATM
(Mukhopadhyay et al. 2005) were infected with control vector pBabe or pBabe-E2F-1





















Supplementary figure 2. Oncogene-induced foci contain 53BP1. Confocal
irnmunoftuorescence to show the colocalization of ‘H2AX foci with 53BP1 in IMR9O
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Supplementary figure 3. Oncogene-induced foci in celis expressing RasVl2 contain













Supplementary figure 4. AIR foci in oncogene-induced senescence and hydroxyurea
treated ceils. A) Indirect immunofluorescence of celis stained with anti-AIR antibody

















Supplementary figure 5. Lack of colocalization of yH2AX foci with the telomeric
binding protein TRF2 (Broccoli et aI. 1997). Confocal immunofluorescence of celis
















Supplementary figure 6. Phospho-ATM foci in celis that bypassed senescence. Celis
were stained with antibodies against phosphoATMSl98l and the number offoci in 200 cells
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ARTICLE 4: The DNA damage signaling pathway
connects oncogenic stress to cellular senescence
Mise en contexte
L’importance de la réponse du dommage à l’ADN lors de la sénescence induite par
les oncogènes confère un rôle crucial aux régulateurs de cette voie. En plus de préserver
l’intégrité génomique, ATM est également responsable du déclenchement d’un mécanisme
essentiel de suppression tumorale.
La présente étude propose différentes hypothèses pouvant expliquer l’accumulation
de lésions au niveau de l’ADN. En plus du stress réplicatif, l’expression d’oncogènes mène
à la génération d’espèces oxygénées réactives pouvant créer des bris au niveau de l’ADN.
Cet article suggère également que la réponse du dommage à l’ADN constitue l’élément
commun aux différents types de sénescence dont la sénescence réplicative, liée au
dysfonctionnement des télomères, induite par l’expression d’oncogènes ou par différents
agents chimiothérapeutiques.
Cet article a été accepté pour publication en 2007 dans la revue Ceil cycle et doit paraître
dans le numéro du 1er août 2007 (volume 6, numéro 15).
Note: Contribution(s) des auteurs:
fAM: Culture cellulaire, mesure des espèces oxygénées réactives (ROS) et participation à
l’écriture du manuscrit.
GF: Supervision générale et écriture du manuscrit.
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The mechanisrns of tumor suppression must be iinked to the oncogenic threats that
may affect a normal ceil. An important cancer causing mechanism is the accidentai
activation of genes that stimuiate celi proiiferation (oncogenes) by a variety of endogenous
or environmental mutagens. This event has been experimentaliy rnodeiied by enforcing the
expression of oncogenes in primary ceils. The astonishing outcome of these manipulations
is that oncogenes trigger antiproliferative responses preventing progression to malignant
transformation. These responses bring to an end proliferation due to celi death or a
permanent celi cycle arrest caiied senescence. Here we review evidence indicating that
oncogene induced senescence (OIS) invoives activation of p53 via the DNA damage
response (DDR). These resuits imply mechanisms of DNA damage in ceils expressing
oncogenes, that may be secondary to reactive oxygen species and/or some form of
“oncogenic stress” that affect normal DNA replication. Interestingly, DNA damage signais
persist in celis that escape from senescence. The implications of these signais for
tumorigenesis are also discussed. Given that DNA damage signais have now been observed
in ceiis treated with any stimuii known to induce senescence, the process can be redeflned
as a metabolicaliy viabie but permanent celi cycle arrest with persistent DNA damage
signaling.
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Introduction : oncogenes and tumor suppressors.
Cancer is a common disease in human and other mammals. However, most
individuals succumb to cancer late in their life span The study of cancer ceils revealed
that they contain multiple mutations and chromosomal aberrations 2, • It has been
rationalized that a long period of time is required for any individual celis to accumulate the
right combination of mutations that promote the cancer ceil phenotype. Mutations
consistently found in cancer ceils are selected because they confer a growth advantage by
either activating growth promoting pathways, inactivating growth inhibitory pathways or
allowing mutations to accumulate . Genes found mutated in human cancers promoting cell
growth are known as oncogenes . Oncogenes are altered version of normal genes (proto
oncogenes) and their activation is accidentai ‘, . Therefore, over the iife span any
individual may acquire multiple mutations with oncogenic potential, yet only a fraction of
individuals experience cancer late in their life span. This fact of life suggests that organisms
evolved mechanisms to prevent oncogenic transformation. These mechanisms are
controlled by the so called antioncogenes or tumor suppressor genes 6
Tumor suppressors may avert cancer by preventing mutations (stability genes),
inducing cell death or a program of celi division arrest known as cellular senescence ‘, “. A
key question is: How tumour suppressor proteins recognize an oncogenic threat in the
celis? Recent studies, using a variety of oncogenes that induce ceflular senescence,
identifled a common pathway connecting oncogenes to tumour suppressors and the
senescence program.
Activation of p53 by oncogenes: role of DNA damage.
The activation of p53 by oncogenes was flrst observed in studies of oncogene
induced apoptosis and later confirmed in oncogene-induced senescence (OIS) ‘i’. However,
the mechanistic details of the connections remained unknown. The discovery of p1 9ARF as
a p53 activator required for p53 induction by several oncogenes suggested that ARF acted
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as a general oncogenic sensor $10 However, ARF is flot in reality a sensor in itself because
oncogenes regulate ARF at the transcriptional level. It remains to be investigated how the
proteins that regulate ARF expression recognize an oncogenic stress. Intriguingly, the
ARF locus is located between the tumour suppressors pi 5INK4b and pi 6INK4a in hurnan
chromosome 9, sharing some sequences with the pi6INK4a gene. The three loci are
regulated by a replication origin placed 1.5kb upstream of the start codon of pi5INK4b.
The replication protein Cdc6 binds this origin and promotes the repression of the
INK4/ARF locus 12 would be interesting to examine whether expression of the
INK4/ARF locus in response to oncogenes involves a suppression of this Cdc6-dependent
repression mechanism.
It has been puzzling to recognize that ARF is not required for OIS in human ceils 13
Studies from our laboratory and the laboratories of Gorgoulis and D’Adda di Fagagna
dernonstrated that the DNA damage signaling response (DDR) was required for the
activation of p53 in response to a variety of oncogenes. including RasVl2. $TAT5, E2F1,
Mos and Cdc6 14-16 These papers were in accord in demonstrating that the DDR kinases
ATM, ATR, Chki and Chk2 were implicated in OIS and their inactivation by RNA
interference contributed to bypass OIS. Collectively, these papers argue that oncogenic
activity leads to DNA damage, providing a signal to organize an antioncogenic response.
Consequently, proteins that acts as oncogenic sensrs, could be detecting DNA damage or
its immediate effects. Interestingly. the ability of ARF to induce p53 in human
osteosarcorna ceils was also dependent on the DDR kinases ATR and Chkl 17 may well
be that both ARF and the DDR are part of an interconnected cellular network to regulate
the cellular response to oncogenic threats.
UNA damage foci in senescent ceils.
The revealed links between oncogenes and the DDR in normal celis suggest that
sorne form of DNA damage is induced by oncogenes. Several forms of DNA damage can
be easily detected in ceils as foci that accumulate proteins of the DDR and histone
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modifications such as phosphorylation of the histone variant H2AX 18 These foci were
observed in both primary celis expressing oncogenes 1416 and also in early pre-malignant
lesions 19-21 We named the DNA damage foci found in senescent ceils ODDI (Oncogene
induced DNA amage focl). We think these foci may be unique because they are
persistent. Unlike DNA damage foci seem in celis treated with radiation or drugs, ODDI
could be resistant to repair. In addition, ODDI are not associated to telomeres 16 and are
therefore different from DNA damage foci reported during replicative senescence 22 In
agreement, OIS does flot to depend on short telomeres because expression of telomerase
can not inhibit the process 14, 15, 23 What is then the cause of formation of ODDI and
activation of DDR in oncogene-expressing celis?
DNA damage foci and DNA replication stress.
One intriguing observation is that forcing oncogene-expressing ceils to arrest in GI,
by serum starvation, prevented the induction of the DDR by Cdc6 ‘ Similarly, inhibition
of DNA replication with aphidicolin in ceils expressing oncogenic ras prevented the
activation of the DDR 14 These resuits could suggest that some sort of replication stress is
required to induce the DDR. The DNA damage foci induced by Cdc6 or cyclin E in U2OS
ostesarcoma celis or BJ normal fibroblasts colocalized with RPA, a protein that binds
single stranded DNA (ssDNA) during DNA replication. However, RPA can also bind to
ssDNA during DNA repair in GI 24 A more direct support for the replication stress mode!
was provided using a technique able to detect replication forks that prematurely arrest or
pause their progression 14, 15 Arrested forks are known to collapse giving rise to double
strand breaks that appear as DNA damage foci 25
Another kind of replication stress able to induce the DDR is DNA re-replication.
This kind of replication stress was detected in Ras-induced senescence using fluorescence
in situ hybridization. It was found that OIS ceils often contained more than two copies of
two chosen loci, indicating re-replication 14 Previous work showed that replication
initiation proteins Cdc6 and Cdtl along with Cdk2-cyclin A could induce re-replication in
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cancer celis but flot in normal ceils with intact p53 26 is flot clear why p53 was flot able
to prevent re-replication during OIS in spite that p53 is clearly active during this process.
Loss of Geminin was reported to favour re-replication despite a normal p53 activity 27
Hence, it would be interesting to investigate whether Geminin functions are compromised
during OIS.
One unresolved issue with the replication stress model is that the immediate
consequence of a re-replication stress should be an S phase arrest, the triggering of the G2
checkpoint or death in mitosis 27, 28 However, there is no significant celi death during OIS
29 30and according to DNA content analysis senescent celis are mainly arrested in Gi
Currently, there are two plausible explanations for this question. The first possibility is that
celis carry replication stress-induced damage through S, G2 and M to arrest in Gi. The
other possibility is that DNA content analysis is flot sensitive enough to detect ceils at the
GuS transition when some replication origins already fired.
ODDI ami transcription.
A!! oncogenic activities eventually lead to an increase in transcription of specific
genes. Transcription cou!d !ead to DNA damage in different ways. Studies in yeast suggest
that DNA breaks induced by the transcription machinery can increase recombination 31•
support of this idea it has been shown that DNA topoisomerase IIb is associated to
promoters in mammalian ceils where it can generates DNA breaks 32 These topoisomerase
mediated breaks activate the enzyme poly-ADP ribose polymerase, which induces a
replacement of histone Hi by the high mobility group protein (HMG) B 1/2. Intriguingly,
during Ras-induced senescence the histone Hi is replaced HMGA2 suggesting a
mechanism by which DNA breaks can lead to chromatin changes during senescence
ODDI and reactive oxygen specÏes.
The data supporting a replication stress mode! do not preclude that other kinds of
DNA damaging stresses contribute to OIS. Senescent ceils have higher leve!s of reactive
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oxygen species than normal celis growing in the same conditions In addition growing
normal human celis in 1% oxygen prevented Ras-induced senescence and p53 activation .
Celis that undergo senescence due to short telomeres also display high levels of ROS
In fact, telomerase can not immortalize ail isolates of human diploid fibroblasts when ceils
are grown in 20% oxygen 36 These data indicate that replicative senescence is flot only
driven by the shortening of telomeres, but also by DNA damage induced by ROS. In fact,
ROS can directly damage telomeres accelerating their erosion Taken together, these data
suggest that RO$ may also contribute to both OIS and replicative senescence.
ROS can be produced by mitochondrial electron transport. However, in Ras-induced
senescence, ROS derived from the action of 5-lypoxygenase seem to also play a role It is
commonly assumed that ROS may engage the p53 tumor suppressor pathway by inducing
DNA damage. ROS-induced DNA damage includes both single stranded and double
stranded DNA breaks. In addition, ROS directly induce oxidative DNA damage and this
kind of damage is highly increased in senescent celis These data indicate that ROS
induced DNA damage may contribute to the senescence phenotype. In support of this
model, treatment of primary celis with hydrogen peroxyde induces DNA damage, p53
activity and senescence 40 However, the relationship between ROS, DNA damage and p53
is more complex. The Myc oncogene can induce ROS accumulation and DNA damage
signais. However, at the same time Myc blocks p53 activity permitting DNA replication
with DNA damage, which may induce genomic instability 41 We have detected high levels
of ROS in ceils expressing oncogenic Ras or constitutively active STAT5A (figure 1).
These oncogenes affect different signaling pathways, suggesting that the ability to induce
ROS is a general trait ofoncogenic activity.
ROS may play a more complex role in senescence due to their ability to modify
protein activity. for example, ROS can activate Seladin, a protein that binds the N-terminus
of p53 interfering with binding of Mdm2 and preventing the degradation of p53 42 ROS
can also activate protein kinase C (PKC), which in turn increases ROS production by
activating NADPH oxidase, a ROS generating enzyme. These interactions form a positive
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feedback loop controlled by pi 6INK4a. Downregulation of pi 6INK4a using RNAi blocked
senescence, ROS production and activation of PKC in ceils with short telomeres ‘. This
mechanism seems to be relevant for OIS, because high levels of ROS and PKC were also
detected in celis expressing oncogenic ras In addition PKCÔ phosphorylates WARTS
leading to ils degradation. WARTS is a protein kinase required for cytokinesis. In
agreement with a role for PKOE in OIS, WARTS levels are low in OIS and OIS is
associated with a significant increase in polyploid ceils.
ROS levels in celïs are a consequence of a balance between ROS production and
detoxification mechanisms. p16INK4a increased ROS levels, at least in part, via
downregulation of E2F-dependent expression of ROS detoxifying enzymes such as
MnSOD In senescence induced by a constitutive allele of AKT, inhibition of FOXO3a
by AKT resulted in accumulation of ROS “a. fOXO3a is another well-known regulator of
MnSOD expression ‘. These data indicates that reducing the normal defence against ROS
can have a causal role in senescence. In agreement, direct ablation of SOD by RNA
interference induced cellular senescence Together, the available data support a mode!
where both replication stress and ROS contribute to OIS perhaps converging on the DNA
(Figure 2).
p53, Rb and the DNA damage response (DDR).
The role of the DDR in OIS was different in the studies of Bartkova et al. and
DiMicco et al., in comparison with the work coming form our laboratory. While Bartkova
et al. or DiMicco et al. could bypass OIS by interfering the DDR, we only observed a
rescue of OIS by inactivation of the DDR in the context of inactivation of the Rb tumor
suppressor pathway. Earlier work on OIS established that in human cells the Rb and the
p53 pathways had to be simultaneously inactivated to bypass OIS 29, 30 This original work
was done in the strain of normal fibroblasts IMR9O, which are derived from embryonic
lungs. In contrast, in BJ foreskin flbroblasts, it has been reported that inactivation of p53 is
sufficient to bypass oIS In agreement, inactivation of the DDR in these ceils also
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bypassed OIS 14, 15 One expianation to reconcile these resuits is that the Rb pathway is flot
as active in BJ foreskin fibroblasts as in IMR9O celis. Since the p16/Rb pathway controls
ROS production ‘ it wouid be interesting if differences in the abiiity of oncogenes to
induce ROS may explain the different resuits obtained between different isolates of human
dipioid fibrobiasts. In fact, certain isolates of normal human dipioid fibrobiasts are resistant
to Ras-induced senescence and have very low levels of pi 6INK4a Again, it wouid be
interesting to study whether oncogenes can induce ROS or the DDR in these ceils.
Another characteristic of cellular senescence that has been iess well studied is the
stabiiity of the phenotype. It has been proposed that senescent celis are stabiy arrested
because genes required for ceil proliferation are locked in heterochromatin structures
known as SAHF (senescence associated heterochromatin foci) Intriguingly, SAUF,
defined as DAPI-stained nuclear foci, are flot present in every form of senescent arrest. BJ
fibrobiasts exhibit littie evidence of SAUF formation in response to oncogenic ras and
lower expression of pl6INK4a in comparison with the embryonic lung fibrobÏasts IMR9O.
One idea is that SAUF and p16 control the reversibiiity of senescence. In agreement,
inhibition of p53 couid reverse senescence in BJ ceils but flot in IMR9O cells . The
relationship between the DDR, pl6INK4a and SAHF remain unexplored, but it is certainly
possible that they are ail linked
Senescence: a metabolically viable state of persistent DDR.
The senescent phenotype was originally observed afier serial passage of primary
ceils in culture Repeated celi division with ceil passage ieads to telomere erosion,
because human somatic celis do flot express the enzyme that repienishes telomeres 52• Short
telomeres trigger a local DDR, suggesting that they must look like double strand breaks 22,
Since oncogenes also induce DNA damage signais 14-16 and DNA damaging agents can
directly induce senescence , it is applicable to define senescence as a metabolically
viable celi cycle arrest with persistent DNA damage signaling.
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Senescence ceils are known to be metabolically active and are able to secrete a
variety of inflammatory mediators The constitutive activation of the DDR observed in
these ceils raises questions about how the DDR affect transcriptionai programs involved in
the stress response, ceil differentiation or the response to environmental signais. Celis with
constitutive activation of the DDR have been detected in old organisms 56, 57• j has been
proposed that these ceils may contribute to aging via its secretion products 58, OIS
provides a convenient ceil culture model to study how a persistent DNA damage signal
modifies ffie proteome and transcriptional programs with the potential to interfere with both
ceil functions and tissue homeostasis.
Escape from senescence and DDR.
The presence of DNA damage foci characterizes both advanced human cancers and
pre-malignant lesions 19-21 Since those tumors must have already found a way around the
senescent barrier, we reasoned that bypassing oncogene-induced senescence might flot
elirninate ODDI. We found that celis that evade senescence, due to expression of viral
oncoproteins, proliferate freely in the presence of ODDI 16 There are three important
implications from this resuit.
f irst, cornes the question of how do ceils manage to proliferate in the presence of
DNA damage signais. One idea cornes from the concept of adaptation proposed by Sandeli
and Zakian to explain why yeast cells could grow in the presence of DNA damage signais
generated by the loss of telorneres 60 During this process the activity of the kinases Chkl
and Chk2 (Rad53) is actively suppressed 61 The mechanisrn depends on yKu7O, casein
kinase II (C$KB) and the polo like kinase (CdcS) 61, 62 The role of the polo like kinase in
adaptation bas been confirmed in Xenopus, indicating that this pathway is conserved from
yeast to vertebrates 63 In mammals, B celis undergo a physiological double strand break
that could activate a checkpoint response. In this condition, celis avoid the response via a
Bc16 dependent repression of p53 expression 64 Intriguingly, Bc16 has oncogenic activities
and is able to bypass Ras-induced senescence 65 Similar to Bc16, the Kruppel-like factor 4,
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KLf4, represses p53 transcription and inhibits Ras-induced senescence 66 Together, these
studies suggest that multiple molecular mechanisms may contribute to suppress DNA
damage signais in tumor celis.
The second implication is that ODDI may stili contribute to tumor suppression in
ceils that evade senescence. In fact, it is known that bypassing senescence is flot sufficient
to transform primary celis 67-69 Some resuits suggest that the G2 checkpoint may offer
tumor protection in celis where the Gi checkpoint is inhibited. for example, ceils
expressing Myc do flot arrest in G 1, despite having DNA damage signal s 41, however, they
do arrest in G2 70• In addition, a p53-dependent G2 arrest prevented tumorigenesis in ceils
disabled for the Rb famiiy, which are unable to arrest in Gi ‘.
The third implication is that oncogene-induced DNA damage may actually stimulate
malignant progression once the senescence barrier and other negative regulators of celi
proliferation are disabled. Studies with primary mammary epithelial celis indicated that
these celis, in contrast to fibroblasts, can readily escape from senescence accumulating
multiple genomic changes that may accelerate tumor progression 72• Fibroblasts may be
more resistant to transformation than epithelial celis, explaining why most cancers affect
the latter ceil type.
Clearly, the effects of oncogenes, ROS and DNA damage are context dependent. In
normal celis they trigger antiproliferative responses but in celis where those responses have
been inhibited by genetic or epigenetic mechanisms, they actually accelerate tumor
progression and stimulate aberrant ceil proliferation. A practical consequence of this
concept is that strategies to prevent cancer, by for example increasing DNA damage via
ROS, may paradoxically stimulate incipient tumors. On the other hand, blocking ROS
production to treat established tumors may help to bypass the senescence response that
prevents the early stages of tumorigenesis. Cancer prevention and therapy should evolve to
the design of smart devices with the ability of selective targeting
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Conclusions
The recognition of DNA damage and DNA damage signais at the very eariy stages
of transformation opens new experimentai avenues in cancer research. Ceils with a
signature of DNA damage may be targeted for cancer prevention. There are also new
conceptual implications. Protein involved in DNA damage signaling such as ATM, ATR,
Chkl and Chk2, were considered tumor suppressors because they avoided the accumulation
of mutations (caretakers). However, since these proteins are required for the senescence
program they also act preventing the expansion of ceils bearing oncogenic mutations
(gatekeepers). Finaliy, the presence of DNA damage signais associated in senescent celis
and the requirement for the DDR to estabiish the senescent phenotype justifies to re-define
senescence as a speciai case of ceil cycle arrest with chronic DNA damage signaiing.
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Figures and legends
figure 1. Accumulation of ROS in ceils expressing two different oncogenes that induce
senescence: RasVl2 and ca-STAT5A. The levels of ROS are similar to those found in
ceils treated with a 100 iM H202. Senescence was induced as described in 16 and ROS
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Figure 2. Senescence is a generai response to DNA damage signais. Oncogenes may
induce DNA damage by forcing an aberrant DNA replication process where some
replication forks arrest as a resuit of some yet unknown mechanisms. Another possibility is
that oncogenes induce the accumulation of ROS, which are known for their reactivity and















La prolifération cellulaire est sujette à un contrôle rigoureux car la prolifération
excessive mène à la formation de cancers. Afin d’empêcher la transformation, les cellules
ont mis en place plusieurs mécanismes permettant la détection du stress oncogénique puis
l’établissement de programmes de suppression tumorale. Les articles présentés dans cette
thèse suggèrent que la sénescence cellulaire est induite par un réseau complexe de
suppresseurs tumoraux.
Le régulateur de la sénescence PML
PML et le suppresseur tumoral Rb
Le premier article constituant cette thèse démontre que les oncoprotéines virales E6
et E7 abolissent la sénescence induite par PML dans les cellules humaines, suggérant
l’importance des voies de suppression tumorale de p53 et Rb. L’avantage de l’utilisation de
E6 et E7 réside dans la possibilité de les exprimer séparément afin de dissocier
l’importance relative des voies de p53 et Rb. Or, l’expression de E7, et non de E6 ou d’un
dominant négatif de p53, est suffisante à l’inhibition de la sénescence induite par PML chez
les cellules humaines. Depuis, le contournement de la sénescence induite par PML grâce à
E7 fut confirmé par un autre groupe de recherche [605]. Cette observation permet donc de
croire que la voie de Rb est prédominante lors du programme de sénescence déclenché par
PML. De plus, plusieurs études ont également démontré que la protéine p53 n’est pas
essentielle à différents types de sénescence déclenchés chez l’humain dont la sénescence
induite par Ras [96], suite à la déprotection des télomères [62] et même par STAT5 [606].
Un inconvénient surgit toutefois suite à l’utilisation de l’oncoprotéine virale E7.
Celle-ci semble interférer avec une multitude de protéines cellulaires. Parmi les plus
importantes, on compte d’ailleurs p21 [607, 608]. De plus, depuis la parution de l’article 1,
il a été démontré que E7 peut lier PML ainsi que diminuer Faffinité de p53 pour
l’acétyltransférase CBP [605]. L’utilisation de shRNAs représente une meilleure stratégie
z-,
afin d’étudier les voies de suppression tumorale lors de la sénescence induite par PML.
Cette approche aurait cependant rendu difficile l’inactivation des trois membres de la
famille de Rb, ce que permettait E7.
Sénescence induite par PML et cancer du col de l’utérus
L’infection par le virus du papillome humain (VPH) constitue une des causes
principales du cancer du col de l’utérus [609). Les protéines E6 et E7 pourraient jouer un
rôle important dans la formation de cancers en permettant de contourner la sénescence
induite par PML. En fait, l’inhibition des protéines E6 et E7 dans les lignées provenant de
cancers du col de l’utérus restaure les fonctions de p53 et Rb puis déclenche le programme
de sénescence t610, 611]. De plus, la capacité de PML de former des PML-NBs est
sévèrement compromise par l’expression de E6 et E7 ce qui permet de croire qu’en plus de
bloquer l’activité de p53 et Rb, ces deux protéines virales inhibent l’activité de PML [417].
Puisque notre étude s’est limitée à l’analyse de l’impact des protéines E6 et E7 du VPH de
type 16 associé à un risque élevé de formation de cancers, il serait pertinent d’évaluer
l’impact de E6 et E7 provenant de VPH associés à des risques de cancer modérés et faibles
sur la formation des PML-NBs et la sénescence par PML.
La voie de p53 lors de la sénescence induite par PML
Il est alors crucial de ne pas sous-estimer le rôle de p53 lors de la sénescence par
PML. Bien que la sénescence provoquée par PML dépende majoritairement de Rb, la voie
de p53 semble également contribuer au phénotype. En fait, l’expression de E6 non
seulement retarde l’arrêt de croissance causé par PML, mais bloque aussi partiellement
l’entrée en sénescence [417]. Le contournement de la sénescence obtenu par ]‘expression
de F7 ne permet pas d’éliminer la possibilité que p53 contribue à l’activation de la voie de
Rb. Par exemple, l’expression de PML mène à l’augmentation de l’activité
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transcriptionnelle de p53 causant ainsi l’accumulation de p21. Il est alors probable que p21
participe à la stimulation de la voie de Rb afin de déclencher la sénescence, ce qui pourrait
expliquer la diminution de cellules sénescentes observées lors de l’expression de E6.
Les voies de suppression tumorale sont reliées différemment chez
l’humain et la souris lors de ta sénescence induite par PML
Nos résultats, ainsi que des études menées par différents groupes indépendants,
confirment également que les mécanismes de suppression tumorale ne sont pas reliés de la
même façon chez la souris et l’humain. Bien que cette notion est maintenant plus largement
acceptée, elle suscitait de nombreuses interrogations il y a quelques années. Chez l’humain,
PML semble dépendre majoritairement de la voie de Rb [417, 457, 605]. Toutefois, chez la
souris, c’est la voie de p53 qui semble être nécessaire puisque l’absence de p53 ou
l’expression de SIRT1, déacétylase ciblant p53, permet le contournement de l’arrêt de
prolifération causé par PML [165, 466].
E6 et E7 permettent d’établir une comparaison des phénotypes de
sénescence déclenchés par différents stimuli
Grâce aux oncoprotéines E6 et E7, il est également possible d’établir une hiérarchie
de la stabilité du phénotype de sénescence déclenché par PML, Ras et STAT5 chez les
cellules humaines. Bien que l’oncoprotéine E7 soit suffisante pour contourner la sénescence
par PML, seule l’expression simultanée de F6 et F7 permet d’échapper à la sénescence
déclenchée par STAT5 (article 2). Puisque STAT5 se situe en amont de PML, il est logique
qu’il puisse stimuler un programme de suppression tumorale plus important menant à
l’activation de voies de p53 et Rb. finalement, la sénescence causée par l’expression de
l’oncogène Ras semble présenter le phénotype le plus stable puisqu’il n’est que
partiellement bloqué par l’expression de E6 et E7 [417].
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Mécanisme d’activation de Rb par PML
Certaines questions importantes demeurent cependant sans réponse. Le mécanisme
précis par lequel PML active la voie de Rb doit toujours être élucidé. Plusieurs mécanismes
peuvent toutefois être proposés. Tout d’abord, PML et les PML-NBs pourraient représenter
un lieu d’activation ou de protection de Rb contre la phosphorylation des CDKs. Puisque
Rb localise aux PML-NBs [4181, ces derniers permettraient l’activation de Rb en recrutant
des phosphatases activant Rb, comme PP2A [6121. D’ailleurs, PP2A localise aux PML
NBs [391] où il pourrait localement déphosphoryler Rb afin de le maintenir dans un état
permettant la répression de E2F. PML peut également interagir avec Myc et causer sa
dégradation [421, 422, 6131. La déstabilisation et la liaison de Myc semble spécifique à
PML-IV [613], seul isoforme de PML causant le phénotype de sénescence [465]. La
surexpression de PML cause la dégradation de Myc et permet l’induction des gènes
réprimés par Myc [421, 613]. Parmi ces gènes on retrouve l’inhibiteur de CDK4, 151N(4I
[6141. Cette augmentation de 15114b pourrait alors constituer le mécanisme d’activation
de la voie de Rb. Un autre scénario possible implique la diminution des niveaux de cycline
D par PML. PML bloque le transport de l’ARNm de cycline D au cytoplasme causant ainsi
une diminution des niveaux de la protéine [377, 424]. Cette diminution de cycline D
pourrait expliquer la réduction de la phosphorylation de Rb et son maintien dans son état
actif de répression.
Les différents modèles proposés afin d’expliquer l’activation de Rb par PML ne
sont pas exclusifs. Le processus utilisé par PML pour activer la voie de Rb pourrait donc
engager ces différents mécanismes simultanément.
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Régulation de PML durant la sénescence induite par les oncogènes Ras et
STAT5
Le suppresseur tumoral PML participe à la réponse de sénescence induite suite à
l’expression de l’oncogène Ras [90, 1651. L’activation de Ras dans les cellules normales
conduit à l’activation de p53 et PML participe à cette activation en recrutant p53 et CBP au
PML-NBs [90, 165]. Mais PML est également une cible transcriptioimelle de p53 et
contribue à l’effet anti-prolifératif de p53 [248]. Le promoteur de FML humain contient un
élément de réponse à p53 fonctionnel tandis que l’on en retrouve trois sur le promoteur de
FML de la souris [24$] (f igure lA). Dans les cellules normales, l’expression des oncogènes
Ras et STAT5 mène à l’activation de p53 et à l’induction des niveaux de PML (figure lB
et C). Toutefois, l’augmentation des niveaux de PML lors de la sénescence induite par Ras
dépend de la voie de p53 tel que démontré par l’utilisation de MEF s n’exprimant pas p53
ou pl9. La régulation de PML par STAT5 est cependant bien différente. En absence de
p53 ou pl9’, STAT5 provoque toujours l’accumulation de PML (figure 13 et C). Il a
déjà été démontré que la voie des STATs, suite à la stimulation par l’interféron, régule les
niveaux de PML [438, 440, 441]. Cette faculté de STAT5 d’activer l’expression de PML en
absence de p53 provient de la présence de deux éléments de réponse aux STATs
fonctionnels [43$] (figure lA). Cette capacité des STATs d’activer le suppresseur tumoral
PML en absence de p53, confère un avantage important à la sénescence induite par STAT5
au niveau de la stabilité du phénotype de sénescence. L’utilisation d’un réseau de voies
parallèles, comme celles de p53 et des STATs, afin de relier les suppresseurs tumoraux
assure l’établissement de la sénescence en cas d’inactivation accidentelle d’une des voies
engagées.
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Figure 1. Régulation de l’expression de PML lors des sénescences induites par les
oncogènes Ras et STAT5. A) Représentation schématique du promoteur de FML humain.
Les deux premiers exons (El et E2), le site de début de la traduction (flèche) ainsi que les
éléments de réponse aux STATs (ISRE et GAS) et à p53 (p53RE). B) Immunobuvardage
montrant l’expression de PML lors de la sénescence induite par Ras ou STAT5 dans les
MEFs de type sauvage, p53’ ou p19” (données obtenues par Botum Mao, F.A.M. et
G.F.). C) Immunofluorescence indirecte contre PML dans les MEF s de type sauvage ou
p53’ infectés avec un vecteur contrôle, Ras ou STAT5 (données obtenues par f.A.M. et
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La sénescence induite par STAT5: un nouveau modèle
STAT5, Myc et sénescence
La progression du cycle cellulaire dépend de kinases hétérodimériques formées
d’une sous-unité régulatrice, nommée cycline, ainsi que d’une sous-unité catalytique ou
CDK. CDK4 et CDK6 sont les kinases permettant la transition GuS lorsque associées à la
cycline D. Ces complexes vont par la suite phosphoryler les protéines membres de la
famille du rétinoblastome Rb, p107 et p130.
Lors de la sénescence induite par Ras, les niveaux de CDK4 diminuent, mais de
façon transitoire [14]. Puisque les niveaux de 1 6INK4a augmentent plus tardivement, cette
diminution transitoire de CDK4 permettrait d’arrêter la progression du cycle cellulaire,
fonction par la suite prise en charge par 1614a Cependant, l’activation de la voie de Rb
lors de la sénescence induite par STAT5 semble plutôt le résultat de la diminution des
niveaux de CDK4 puisque ceux de 16tNK4a ne varient pas. Cette réduction de CDK4
participe à l’activation de la voie de Rb lors de la sénescence déclenchée par l’expression
de STAT5.
Toutefois, certaines évidences suggèrent que ni CDK4, ni CDK6 ne sont requises à
la prolifération normale des cellules [615-617]. En absence de CDK4, les cellules
prolifèrent normalement, mais exhibent un délai lors de l’entrée en phase S [615].
Cependant, la délétion de CDK4 dans un contexte oncogénique, comme l’expression de
Ras en absence de p53, cause un arrêt de la prolifération [618]. La transformation de
cellules épithéliales mammaires par ErbB-2 nécessite également CDK4 [619]. De plus, la
perte de CDK4 chez les MEFs INK4a/ARF induit le phénotype de sénescence chez ces
cellules normalement immortelles [618]. Bien que CDK4 ne soit pas nécessaire à la
progression du cycle cellulaire, sa diminution contribue à l’acquisition du phénotype de
sénescence suite à une stimulation oncogénique. Ces données suggèrent un rôle différent
joué par CDK4 lors de la prolifération normale des cellules et la transformation cellulaire.
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La diminution de l’activité transcriptionnelle de Myc causée par sa dégradation
pourrait représenter un mécanisme général permettant d’engager la voie de Rb et la
sénescence. D’ailleurs, la diminution de l’activité de la voie de Myc permet l’entrée en
sénescence [26$]. La réduction de Myc cause la diminution de la transcription de Bmi-1,
régulateur du locus INK4a/ARF, menant ainsi à l’augmentation de pI&ts4a [26$].
L’activation constitutive de STAT5 déclenche la dégradation de Myc afin de diminuer les
niveaux CDK4 sans cependant causer une augmentation de pi 6t4a Cette observation peut
être expliquée par le fait que CITED2, un régulateur transcriptionnel positif de Bmi-1
[301], est fortement augmenté lors de la sénescence induite par STAT5 (Tableau I).
Myc ne représente pas l’unique régulateur des niveaux de CDK4. La cytokine TGf
3 contrôle également la synthèse de CDK4 par l’inhibition de sa traduction par un
mécanisme dépendant de p53 [620, 621]. D’ailleurs, TGF-E3 s’oppose à la transcription
régulée par Myc en bloquant son recrutement sur certains promoteurs, dont celui de
15INK4b [271]. Un tel mécanisme pourrait également participer à la réduction des niveaux
de CDK4 lors de la sénescence induite par STAT5. La stimulation par TGF-f3 contribue au
phénotype de sénescence causé par le stress oxydatif [622]. Le stress oxydatif observé lors
de la sénescence induite par STAT5 pourrait mener à l’activation de la voie de TGf-f3 tel
qu’il fut précédemment démontré [622]. Toutefois, l’activation de la voie de TGf-f3 lors de
la sénescence par STAT5 n’est que spéculation et doit être étudiée plus en profondeur.
La régulation de la traduction de CDK4 par TGf- dépend de p53 [621]. Le rôle de
p53 dans la diminution des niveaux de CDK4 lors de la sénescence induite par STAT5 doit
alors être élucidé. De plus, il fut récemment démontré que p53 stimule un programme de
suppression tumorale impliquant certains miRNAs dont miR-34. Or, l’expression de miR
34 dans les cellules cause une diminution importante de CDK4. Un tel programme
dépendant de miRNAs pourrait expliquer ou du moins contribuer à la réduction des niveaux
de CDK4 lors de la sénescence induite par STAT5 [230].
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Bien que les niveaux d’ARNm de CDK4 diminuent lors de la sénescence induite par
STAT5, la possibilité qu’un mécanisme de dégradation protéique contribue à la diminution
de CDK4 déclenchée par STAT5 ne peut être exclue. L’inhibition du protéasome, grâce au
MG-132 par exemple, permettrait d’évaluer l’impact d’un tel mécanisme lors de la
sénescence induite par STAT5. Advenant la présence d’un tel mécanisme de dégradation
protéique de CDK4, il serait pertinent d’en étudier le fonctionnement en examinant par
exemple I’ubiquitination de la protéine ainsi que ses différentes modifications post
traductionnelles menant à sa dégradation.
La réponse de dommage à l’ADN: Senseur du stress
oncogénique
La sénescence induite par les oncogènes et la réponse de dommage à
l’ADN
L’activation et l’expression d’oncogènes constitue un événement important menant
à la transformation, mais la sénescence permet de contrer la formation de tumeurs. L’étude
chez la souris du mécanisme d’activation de p53 par différents oncogènes suggère que ARF
agit comme senseur général du stress oncogénique [270, 2747. Toutefois, chez l’humain
ARF n’est pas requis lors de la sénescence induite par les oncogène. Or, la nature du
senseur du stress oncogénique permettant d’engager la voie de p53 demeurait inconnu chez
les cellules humaines. L’article 3 démontre que la réponse de dommage à l’ADN est
cruciale à l’activation de p53 et à la sénescence chez les cellules humaines. Cette étude
révèle que la réponse de dommage à l’ADN est requise à l’activation de p53 lors des
sénescences induites par RasVl2, STAT5A et E2f 1 [606]. Deux autres études similaires
confirment nos résultats obtenus avec RasVl2 et permettent d’ajouter Mos et Cdc6 à cette
liste d’oncogènes engageant la voie de réponse de dommage à l’ADN [21, 102].
Conjointement, ces travaux montrent, à l’aide d’expériences de déplétion par shRNA, que
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les kinases ATM. ATR. Chkl et Chk2 responsables de la réponse de dommage à l’ADN
sont impliquées dans la sénescence induite par les oncogènes. Nous suggérons donc que
l’activité oncogénique endommage l’ADN et que les protéines responsables de la
reconnaissance de ces bris constituent les senseurs du stress oncogénique.
Quels sont les causes du dommage de l’ADN lors de la sénescence induite
par les oncogènes?
L’activation de la transcription par les récepteurs nucléaires, ainsi que d’autres
facteurs de transcription liant l’ADN dont AP-1, nécessite la formation de bris double brin
transitoires par la topoisomérase 11(3 [623]. Il est alors possible que la forte activité
transcriptionnelle accompagnant l’expression d’oncogènes déclenche la formation de bris
par la topoisomérase 11(3 et que l’accumulation de ces bris déclenche la sénescence. De
plus, les sites de clivage induits par la topoisomérase 11(3 permettent d’enlever l’histone Hi
pour la remplacer par HMGB1 [623]. On peut alors effectuer un lien avec la sénescence
induite par Ras qui est elle aussi accompagnée d’une perte de l’histone Hi suivie d’une
augmentation de HMGA2 en seulement 24 heures suite à l’expression de l’oncogène [335].
Puisque la protéine HMGA2 est associée à la formation de SAHf [340], ce remplacement
de l’histone Hi par HMGA2 pourrait permettre la formation de SAHF. Bien qu’aucune co
localisation n’a pu être établie entre les sites de dommage à l’ADN et les SAHf, il est
possible que les bris induits par la topoisomérase 11(3 contribuent à permettre l’intégration
de HMGA2 dans les sites associés à une forte activité transcriptionnelle en présence
d’oncogènes. Les bris de l’ADN formés par la topoisomérase 11(3 pourraient donc
contribuer à la formation des sites de dommage de l’ADN et participer à la création des
SAHF observés lors de la sénescence induite par les oncogènes.
Une autre hypothèse pouvant expliquer l’accumulation de dommages de l’ADN lors
de la sénescence déclenchée par les oncogènes est la diminution des niveaux de gènes
responsables de la réparation de l’ADN. L’analyse du profil d’expression génique de la
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sénescence induite par Ras [624] démontre une réduction importante de gènes impliqués
dans la réparation de l’ADN, dont RECOL4, BRcA]/2, RadS] et XRCC4, ce qui pourrait
expliquer la réponse de dommage à l’ADN soutenue observée lors de ces types de
sénescence. Cette diminution au niveau transcriptioirnel de facteurs de réparation de l’ADN
pourrait contribuer à l’accumulation de bris d’ADN et ainsi activer une réponse de
dommage à l’ADN soutenue.
Dynamique de la réponse de dommage à l’ADN
Une avenue nécessitant d’être explorée concernant les foyers de dommage à l’ADN
est la dynamique de leur formation lors de la sénescence induite par les oncogènes. Les
lésions causées à l’ADN sont-elles réparées puis regénérées ou permanentes? La
sénescence est-elle alors causée par l’accurnulation de bris irréparables? L’utilisation de
protéines impliquées dans la réparation de l’ADN, comme RadS 1 ou BRCAÏ/2, fusionnées
à la GfP permettrait de suivre la cinétique des foyers de dommage grâce à la microscopie
de cellules vivantes.
La réponse de dommage à l’ADN soutenue observée lors de la sénescence induite
par les oncogènes pourrait aussi être causée par l’incapacité de mettre fin à cette réponse.
Une phosphatase permet de déphosphoryler yH2AX afin d’arrêter la réponse de dommage à
l’ADN [625, 626]. La protéine phosphatase PP2A localise avec yH2AX aux foyers de
dommage à l’ADN et déphosphoryle yH2AX in vitro. La déplétion de PP2A cause la
persistance des foyers de dommage et l’inefficacité de la réparation des lésions [6261. Or,
PP2A localise également aux PML-NBs ff391]. Lors de la sénescence les niveaux de PML
ainsi que la taille et le nombre de PML-NBs augmentent. Il est alors probable que durant la
sénescence, l’activité PP2A soit totalement séquestrée aux PML-NBs où PP2A
déphosphoryle ses substrats Rb, Myc et Akt, et est donc incapable de mettre fin au signal de
dommage à l’ADN. PML pourrait alors contribuer au maintien de la réponse de dommage à
l’ADN en séquestrant l’activité PP2A.
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Implication des sites de dommage à l’ADN lors de la transformation
cellulaire
La réponse de dommage à l’ADN est fortement activée dans les cancers ainsi que
les lésions pré-tumorales et semble constituer la force majeure menant à la perte de p53
dans les cancers [627-629]. Puisque ces cellules cancéreuses ont trouvé un moyen de
contourner la sénescence, le contournement de la sénescence ne devrait donc pas éliminer
la présence de foyers de dommage à l’ADN. Ainsi, nous avons démontré que les cellules
échappant à la sénescence prolifèrent en présence de dommages au niveau de leur ADN. La
prolifération en présence de dommages à l’ADN signifie que les cellules cancéreuses
doivent bloquer ou devenir insensibles à la réponse de dommage à l’ADN. De plus, la
présence de bris au niveau de l’ADN pourrait également constituer une source d’instabilité
génétique et de mutations afin de promouvoir la transformation cellulaire.
Le rôle joué par le dommage de l’ADN et sa réponse était déjà connu pour les
sénescences réplicative, liée à la dysfonction des télomères et induites par certaines
drogues. La mise en évidence du rôle crucial de la réponse de dommage à l’ADN lors de la
sénescence induite par les oncogènes montre que cette réponse est commune à de
nombreux types de sénescence. En fait, il est maintenant possible d’unifier les différents
modèles de sénescence et de les placer sous l’influence de la réponse du dommage à
l’ADN. De plus, la sénescence est un mécanisme de suppression tumoral complexe dont la
stabilité provient de sa capacité à engager de multiples voies de suppression tumorale.
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L’activation constitutive de STAT5 induit un programme
génétique menant à la sénescence
La voie de JakISTAT
La sénescence prématurée induite par STAT5 représente un nouveau modèle de
sénescence permettant la découverte de nouvelles avenues menant à l’activation des voies
de suppression tumorale de p53 et Rb. De plus, l’analyse comparative des ARNm régulés
durant la sénescence par STAT5 et d’autres types de sénescence permet de mettre en
évidence des voies communes engagées lors de la sénescence. Nous avons donc analysé le
patron d’expression génique de la sénescence causée par STAT5 à l’aide de micropuces.
Tout d’abord, l’augmentation des messagers de cibles transcriptionnelles de STAT5, dont
plusieurs membres de la famille SOCS [630] ainsi que la cycline D2 [631], confirme en
quelque sorte l’activation constitutive du mutant de STAT5 utilisé lors de nos études
(Tableau I). Parmi les gènes régulés par STAT5, certains pourraient contribuer à l’arrêt de
croissance causé par STAT5 et participer à l’engagement des voies de p53 et Rb. L’étude
du profil d’expression génique a d’ailleurs permis d’identifier plusieurs gènes intéressants
pouvant potentiellement représenter des régulateurs de p53 ou Rb. Par exemple, les niveaux
de SOCS-], inhibiteur de ta voie Jak!STAT et cible transcriptionnelle de STAT5 [632],
augmentent d’environ huit fois lors de la sénescence induite par STAT5 (Tableau I).
Un gène cible de STAT5 régule la sénescence: SOCS-1, un nouveau joueur
À la recherche de nouveau régulateurs de la sénescence situés en aval de STAT5,
nous avons étudié le rôle de SOCS-l lors de la sénescence. Tout d’abord, nous avons
confirmé l’augmentation de 1’ARNm de SOCS-Ï lors de la sénescence induite par STAT5
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Tableau I. Profil d’expression génique lors de la sénescence induite par STAT5. La
comparaison des niveaux d’expression d’ARNm de fibroblastes humains IMR9O infectés
par pBabe ou pBabeSTAT5A1*6 fut effectuée grâce à la micropuce U133 couvrant le
génome humain (Affymetrix). Le classement en groupements fonctionnels a été effectué










MAPK Phosphoprotein enriched in astrocytes 15 (PEA15) +2,2
Mitogen-activatedprotein kinase kinase 3 (MKK3) +2,1
Mitogen-activatedprotein kinase phosphatase 5 (MKP5)
-2,7
Cycle cellulaire Celi division cycle 20 (Cdc2O)
-3,2
Ceil division cycle 25C (Cdc25C)
-3,9
Polo-like kinase I (PLKJ)
-2,7








Celi division cycle associated 8 ‘CDC48/Bo,eafln,)
-2,4
Baculoviral JAP repeat-containing 5 (BIRC5/$urvivin,)
-2,0
Plasm inogen activator inhibitor 1 fSeipinel/PAJ- 1) +3,4
Glycogen synthase kinase 3 /3 (GSK3f3,) +2,2




Checkpoint suppressor 1 (‘Chesl) +4,7
Pompes à protons AT?ose, H+ transporting, lvsosornal VI subunitA (A TP6 VIA) +2,1
ATFase, H+ transporting, tysosornal VI subunit D (A TP6 VI D) ±2,7
ATPase, H+ transporting, lysosornal VI subunit E (A TP6 VIE,,) +2,1
Formation de High mobility group protein A2 (HMGA2) +2,6
I’hétérochromatïne
Autre Cbp/p300-interacting transactivator with Glu/Asp-rich +4,4
carboxy-terrninal dornain 2 (Cited2)
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par buvardage de type Northern (Figure 2A). Par la suite, nous avons déterminé l’impact de
l’expression de SOCS-1 dans les cellules normales humaines IMR9O. Tout comme
l’expression des oncogènes Ras et STAT5, SOCS-1 cause un arrêt de prolifération après
seulement quatre jours (figure 2B). Le changement de morphologie des cellules,
l’augmentation de l’activité SA-f3-gal et l’induction des PML-NBs suggèrent que les
cellules exprimant SOCS-1 entrent en sénescence prématurée (figure 2C et D). La
sénescence induite par SOCS-l est accompagnée par une forte augmentation de p53 et de
sa forme phosphorylée en sérine 15 (Figure 2E). Contrairement aux cellules exprimant
STAT5, les cellules en sénescence par SOCS-1 arborent des niveaux élevés de p21 (Figure
2E). Cette augmentation de p21 permet d’expliquer le maintien de Rb sous sa forme
hypophosphorylée et la réduction des gènes ciblés par E2f, dont Mcm6, en absence de
diminution de CDK4 ou d’induction de 161NK4a (figure 2E). La protéine SOCS-1 possède
un domaine SF12 permettant de lier les tyrosines phosphorylées des récepteurs des
cytokines activés ce qui empêche le recrutement des STATs. SOCS-1 contient également
un domaine SOCSbox qui permet la formation d’un complexe ubiquitine ligase. Afin de
déterminer le rôle du domaine SOCSbox dans la sénescence induite par SOCS-1, nous
avons utilisé un mutant de SOCS-1 dont le domaine SOCSbox fut supprimé (SOCS
lAbox). Or, le mutant SOCS-lAbox n’est pas apte à induire la sénescence dans les cellules
normales (figure 2C). De plus, SOCS-lzbox est incapable d’activer p53 ou sa
phosphorylation en sérine 15 (figure 2f). Afin de clarifier le rôle de p53 lors de la
sénescence induite par SOCS-l, nous avons généré des cellules exprimant un dominant
négatif de p53. L’inactivation de la voie de p53 cause le contournement de la sénescence
induite par SOCS-l (Figure 2G). Finalement, l’expression de SOCS-l cause l’activation
d’une réponse de dommage à l’ADN comme le montre l’accumulation des formes
phosphorylées de ATM et Chk2 (Figure 2H).
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Figure 2. Régulation de SOCS-1 par STAT5, induction de la sénescence et activation
de p53 par SOCS-1. A) Buvardage de type Northern montrant l’augmentation des niveaux
d’ARNm de SOCS-l par STAT5. B) Courbes de croissance de cellules IMR9O infectées
avec un vecteur contrôle, RasVl2, STAT5A1*6 ou SOCS-1. C) Activité SA-3-gal des
cellules IMR9O infectées avec un vecteur contrôle, STAT5A1*6, SOCS-1 ou un mutant de
SOCS-1 ne possédant pas le domaine SOCSbox (SOCS-lt\box). D) Immunofluorescence
indirecte dirigée contre PML dans les cellules IMR9O préparées en B). E) Analyse par
immunobuvardage des régulateurs du cycle cellulaire chez les cellules IMR9O infectées
avec le vecteur contrôle (V) ou SOCS-l (S). F) Analyse par immunobuvardage de
l’activation de p53 chez les cellules IMR9O infectées avec le vecteur contrôle (V), SOCS-1
(S) ou un mutant de SOCS-1 ne possédant pas le domaine SOCSbox (SAbox). G) Activité
SA-3-gal des cellules IMR9O infectées avec un vecteur contrôle ou un mutant dominant
négatif de p53, puis infectées avec un vecteur contrôle ou SOCS-l. H) Analyse par
immunobuvardage de l’activation de la voie de réponse du dommage à l’ADN chez les
cellules IMR9O infectées avec le vecteur contrôle (V), SOCS-1 (S). Pour les données en C)


























































L’analyse du profil d’expression génique de la sénescence induite par STAT5 a
permis la découverte d’un nouveau régulateur de la voie de p53 et de la sénescence. Les
sénescences induites par STAT5 et SOCS-1 sont cependant différentes. Tout d’abord, la
sénescence par STAT5 dans les cellules humaines requiert la voie de p53 ou de Rb tandis
que le phénotype causé par SOCS-l semble dépendre obligatoirement de p53 suggérant que
SOCS-1 agit en aval de STAT5. De plus, SOCS-1 contribue à l’activation de p53 par
STAT5, car sa déplétion diminue l’accumulation de p53 (données non montrées, Viviane
Calabrese, F.A.M et G.f.). Le patron d’activation de p53 diffère entre les sénescences
causées par STAT5 et SOCS-l. L’expression de SOCS-1 mène à l’induction de p21
contrairement à ce qui est observé suite à l’introduction de STAT5 dans les cellules. Les
niveaux d’expression plus élevés de SOCS-l que ceux obtenus par l’activation constitutive
de STAT5 pourraient expliquer cette différence (données non montrées, f.A.M et G.f.). Le
mécanisme d’activation de p53 par l’ubiquitine ligase SOCS-1 doit cependant être
approfondi tout comme le rôle de la réponse de dommage à l’ADN lors de ce type de
sénescence.
La voie de TGF-
Quelques gènes impliqués dans le voie de signalisation de TGF-3 sont également
régulés lors de la sénescence induite par STAT5. Entre autres, les niveaux d’ARNm de
l’ubiquitine ligase responsable de la dégradation des SMADs, SMURF2, doublent durant la
sénescence induite par STAT5 (Tableau I). Ce régulateur négatif de la voie de TGf-3 est
également augmenté lors de la sénescence réplicative et sa surexpression permet l’entrée en
sénescence [633]. Tout comme la sénescence induite par STAT5, l’arrêt de prolifération
causé par SMURF2 n’est contourné que par l’inactivation simultanée des voies de p53 et
Rb. Bien que le mécanisme de régulation de SMURF2 par STAT5 et lors de la sénescence
répÏicative demeure inconnu, tout comme le rôle et les cibles de cette ubiquitine ligase,
SMURF2 pourrait contribuer à l’établissement du phénotype de sénescence. Il serait alors
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intéressant de déterminer la contribution de cette protéine lors de la sénescence induite par
les oncogènes.
La voie des MAPKs
Il est maintenant clair que la voies des MAPKs est contrôlée lors de la sénescence.
Tout d’abord, les protéines Erkl et 2 sont activement relocalisées au cytoplasme lors des
sénescences réplicative et induite par Ras ce qui représente un moyen de réguler l’activité
de Erkl/2 [634, 635]. Cette relocalisation cytoplasmique de Erkl/2 est obtenue grâce à la
protéine d’export nucléaire PEA-15 [636]. Or, les niveaux d’ARNm et protéiques (données
non montrées, Marie-France Gaumont-Leclerc et G.f.) de PEA-l5 sont également
augmentés lors de la sénescence induite par STAT5 (Tableau I). La relocalisation
cytoplasmique de Erkl/2 pourrait représenter un mécanisme commun que partagent les
sénescences induites par les oncogènes ainsi que la sénescence réplicative. Cette
relocalisation cytoplasmique de Erkl/2 au cytoplasme permettrait l’inhibition de l’activité
nucléaire de Erk mais pourrait également permettre la phosphorylation de cibles
cytoplasmiques de Erk afin de participer à la sénescence. Il serait alors pertinent d’évaluer
l’importance de la voie de Erkl/2 à l’aide d’inhibiteurs pharmacologiques ou de shRNAs.
La voie de p38 représente un élément important de la sénescence induite par Ras et
est aussi activée lors de la sénescence réplicative [106, 107]. La voie de p38 pourrait
également potentiellement participer à la sénescence induite par STAT5, puisqu’une
augmentation des niveaux d’ARNm de MKK3, kinase responsable de l’activation de p38
[637], ainsi qu’une diminution de MKP5, phosphatase inhibant p38 [638], furent observées
lors de la sénescence causée par STAT5 (Tableau I).
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Les régulateurs du cycle cellulaire
De plus, les niveaux de G8K3f3 sont plus élevés suite à l’expression de STAT5 ce
qui pourrait représenter un mécanisme d’inactivation de la cycline D (Tableau I). En fait,
l’axe PI(3)K-PKB-GSK3( contrôle la localisation et la dégradation de la cycline D.
L’activation de PI(3)K déclenche l’activation subséquente de PKB qui par la suite
phosphoryle en sérine 9 GSK3[3 ce qui l’inactive [639]. GSK3j phosphoryle en thréonine
286 la cycline D causant ainsi son ubiquitination par SCF X4-aB Crystalhn sa dégradation et
son exclusion nucléaire [640, 641]. L’activation de la voie de GSK3f3 par PAl-1 est
d’ailleurs suffisante à l’entrée en sénescence [115]. Lors de l’activation constitutive de
STAT5, les niveaux d’ARNm de PAl-J, cible transcriptionnelle de p53, augmentent de près
de 3,4 fois pouvant donc causer l’activation de GSK3f3 et mener à la dégradation et
l’exclusion nucléaire de la cycline D (Tableau I). De plus, une forte diminution de la sous-
unité régulatrice de la PI(3)K est observée, ce qui représente un mécanisme potentiel
d’activation de GSK3f3. Bien que la régulation de la voie PI(3)K-PKB-GSK3p s’effectue
principalement de façon post-traductionnelle, l’augmentation ou la diminution des niveaux
d’ARNm des protéines impliquées dans cette voie pourrait également contribuer à son
activation.
L’arrêt de croissance causé par l’expression d’un mutant constitutivement activé de
STAT5 s’effectue principalement en Gl. Toutefois, une certaine proportion des cellules
arbore un contenu d’ADN équivalent à 4N (article 2). Bien qu’il soit probable que ces
cellules soient arrêtées en phase G2/M, cette population pourrait également représenter des
cellules binucléées résultant d’un défaut de cytokinèse. Ainsi, les niveaux d’ARNm de
nombreux gènes impliqués dans la transition 021M du cycle cellulaire, dont Cdc2O,
Cdc25C, PLKI, RGC-32 et cycline B2, sont également diminués lors de la sénescence
induite par STAT5 (Tableau I). De plus, les niveaux de certains gènes impliqués lors de la
mitose comme Aurora kinase B, topolla, boréatine et survivine sont aussi diminués.
Boréaline et survivine sont d’ailleurs impliqués lors des étapes tardives de la mitose ainsi
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que dans la cytokinèse. L’inhibition de boréaline, survivine ou PLK1 cause des défauts de
cytokinèse et mène à la formation de cellules tétraploïdes possédant deux noyaux [642-
644]. Ce patron d’expression de gènes impliqués lors des phases G2 et M du cycle
cellulaire n’est pas unique à la sénescence par STAT5, mais se retrouve également chez les
cellules exprimant l’oncogène Ras [624]. Cette régulation négative de gènes impliqués dans
la transition G2/M pourrait contribuer à l’arrêt de croissance déclenché lors de la
sénescence ainsi qu’à l’accumulation de cellules multinucléées représentant environ 15%
de la population cellulaire lors de la sénescence induite par STAT5 (données non publiées,
F.A.M. et G.F.). La diminution des gènes G2!M pourrait constituer une seconde barrière
permettant l’arrêt des cellules ayant préalablement échappées à l’arrêt en Gi.
Un autre gène intéressant fut identifié dans le profil des cellules sénescentes par
STAT5. Le facteur de transcription Chesi permet de rétablir les points de contrôle chez la
levure mutante pour Mec], l’orthologue de ATR [645]. Chesi, de la famille forkhead,
permet également l’entrée en sénescence (données non publiées, Laurent Doucet et G.f.).
Le rôle de Ches dans la régulation du cycle cellulaire, de la réponse du dommage à l’ADN
et de la sénescence doit toutefois être approfondi.
Le lysosome
L’activité SA-3-gal utilisée comme marqueur de sénescence provient de la 3-
galactosidase lysosomale [82]. Depuis maintenant plus de 30 ans, il est d’ailleurs connu que
le contenu lysosomal augmente lors de la sénescence réplicative [79]. L’analyse du profil
génétique de la sénescence induite par STAT5 démontre aussi l’augmentation de trois sous
ùnités de la pompe à protons lysosomale (ATP6V1A, ATP6V1D, ATP6V1E) responsable
de l’acidification de cette organelle (Tableau I) [646]. Le rôle de l’augmentation de
l’activité lysosomale lors de la sénescence demeure aujourd’hui inconnu et son étude
pourrait mener à l’identification de nouveaux marqueurs de sénescence.
La formation de I’hétérochromatine
Un aspect nécessitant d’être approfondi lors de la sénescence induite par $TAT5 est
la formation de foyers d’hétérochromatine (SAHf). La formation de SAHf permet
d’assurer une répression stable des gènes régulant la prolifération cellulaire, comme les
cibles de E2f [3381. Bien que les cellules entrant en sénescence suite à l’activation de
STAT5 ne semblent pas former des foyers denses colorés au DAPI, il n’est pas possible
d’exclure la possibilité de formation de SAHF. La détection par immunofluorescence de
foyers contenant HP1 ou HMGAY/2, deux constituants majeurs des SAHf [340],
permettrait de tirer des conclusions plus claires concernant la formation de SAHF durant la
sénescence induite par STAT5. D’ailleurs, les niveaux transcriptionnels de HMGA2
augmentent de façon significative lors de la sénescence causée par STAT5 (Tableau I). Il
est possible que cette augmentation se traduise par un enrichissement des niveaux
protéiques de HMGA2 ainsi que son incorporation dans la chromatine afin de permettre la
répression transcriptionnelle. Le phénotype de sénescence déclenché par cet oncogène est
d’ailleurs très stable et subsiste plus de 3 semaines en culture (données non publiées,
f.A.M. et G.F.). Cette stabilité du phénotype suggère la présence d’un programme de
répression stable des gènes de prolifération.
Le modèle de sénescence induite par l’oncogène STAT5 représente donc une
ressource inédite permettant la découverte de nouveaux régulateurs de la sénescence. De
plus, une comparaison approfondie des profils d’expression géniques des sénescences
déclenchées par RasVl2 et STAT5 rendrait également possible l’identification de gènes
communs responsables de l’établissement du phénotype de sénescence. Finalement, les
données présentées dans les articles 2 et 3 ainsi que l’analyse du profil d’expression
génique suggèrent que l’activation constitutive de STAT5 déclenche une myriade de
réponses afin d’engager un réseau complexe de suppression tumorale menant à la
sénescence prématurée. La présence de ce réseau complexe permet d’assurer l’activation
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des voies majeures de suppression tumorale de p53 et Rb afin de résister efficacement à la
transformation cellulaire.
STAT5 et l’activation de p53
L’activation de la voie de réponse de dommage à l’ADN lors de la sénescence
induite par STAT5 contribue à l’activation de p53. Toutefois, STAT5 ne semble pas
stimuler de façon classique p53, puisque l’on observe aucune augmentation des niveaux de
p21 lors de ce type de sénescence (article 2). Afin d’étudier le patron d’activation de p53
lors de la sénescence déclenchée par STAT5, nous avons utilisé une micropuce contenant
plusieurs gènes ciblés par p53 (Oligo GEArray® human p53 signaling pathway microarray,
SuperArray Bioscience). Cette expérience a permis d’identifier une intéressante collection
de gènes régulés par p53 lors de la sénescence causée par STAT5 (Tableau II).
Les cibles de p53 induites lors de la sénescence déclenchée par STAT5 incluent
trois suppresseurs tumoraux potentiels, DAFKJ [647], fRAF] [648] et NDRGJ [649, 650],
ainsi que p53 [651, 652] (Tableau II). L’augmentation du gène GAS3/PPvIP-22 est
également intéressante puisque ce gène fut antérieurement associé à l’arrêt de la
prolifération [653]. Les niveaux d’expression des gènes BIRC5/survivine et
PTTGJ/sécurine impliqués dans la cytokinèse [654], sont diminués lors de la sénescence
induite par STAT5. Ces deux gènes sont d’ailleurs connus pour être réprimés par p53 [655].
De plus, ce profil d’expression ne démontre aucune variation des niveaux d’ARNm de
CDKW]A/p2] (données non montrées, f.A.M. et G.F.). Contrairement à la sénescence
induite par Ras, on observe une diminution des niveaux de CDKN2A/p16 confirmant la
nécessité d’engager une voie différente de p16INK4a afin de stimuler Rb lors de la
sénescence par STAT5 (article 2).
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Tableau II. Gènes ciblés par p53 régulés lors de la sénescence induite par STAT5. La
micropuce Oligo GEArray® human p53 signaling pathway microarray (SuperArray
Bioscience) a été utilisée.
































Ces données indiquent que l’activation constitutive de STAT5 stimule la voie de
p53 en induisant un nouveau patron de gènes ciblés par p53. Puisque la source de
l’activation de p53, soit la réponse de dommage à l’ADN, est la même lors des sénescence
induites par Ras et STAT5, comment est-il possible d’obtenir deux patrons d’activation de
p53 différents? Tout d’abord, les réponses de dommage à l’ADN déclenchées par Ras et
STAT5 ne sont pas totalement équivalentes. Par exemple, l’activation de Chk2 n’est pas
identique lors des sénescences induites par Ras et STAT5. Selon nos résultats, l’activation
constitutive de STAT5 mène à la phosphorylation en thréonine 6$ de Cbk2 tandis que la
sérine 19 est ciblée lors de la sénescence induite par Ras [606]. Cette différence démontre
que les signaux activant Chk2 lors des sénescences causées par Ras et STAT5 ne sont pas
équivalents et pourraient mener à une activation dissemblable de p53. Il est également
possible que STAT5 et Ras activent différents facteurs contribuant à l’activation de p53.
Par exemple, STAT5 augmente drastiquement les niveaux de SOCS-l (figure 2A et
tableau I). Or, SOCS-1 active fortement p53 (figure 2E) et contribue à l’activation de p53
lors de la sénescence induite par STAT5 (données non montrées, Viviane Calabrese,
f.A.M. et G.f.).
Le modèle de sénescence induite par STAT5: ressource
permettant la découverte de nouveaux régulateurs des voies de
p53 et Rb
La sénescence cellulaire s’avère être un modèle éprouvé permettant la découverte de
nouveaux suppresseurs tumoraux et de voies oncogéniques. L’utilisation de cellules
normales modifiées afin d’altérer leur capacité à entrer en sénescence a permis le criblage
de banques d’ADNc. de shRNAs et même de miRNAs afin de mettre en évidence de
nombreux gènes régulant le phénomène de sénescence dont BCL6, CBX7, KLf4, hDRIL1,
PITXJ, REST, TBX2 et miRNA372/373 (Tableau III). Toutefois, la plupart de ces
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Tableau III. Suppresseurs tumoraux et oncogènes permettant le contournement de la
sénescence et/ou la transformation cellulaire découverts par criblage de différentes
banques.
Liaison de p53,
déplacement de Mdm2 et
activation de p53
ADNc Augmentation des
niveaux de cycline Dl
ADNc Répression du locus
INK4a/ARF
ADNc Activation de E2f t et
induction de cycline E
ADNc Répression
transcriptionnelle de p53
ADNc Répression du locus
INK4a/ARF
shRNA Inhibition de Ras par
RASAL1 (GAP)
shRNA n/d
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expériences ont été effectuées avec des cellules exprimant l’oncogène Ras. Il est donc
probable que les différentes voies découvertes par cette approche soient spécifiques à la
réponse induite par Ras. Il serait alors pertinent de reprendre ce type d’expérience de
criblage avec le modèle de sénescence induite par STAT5 afin d’examiner les voies de
suppression tumorale impliquées et de les comparer à celles activées par Ras.
Deux modèles de criblage de banques de shRNAs peuvent être proposés afin
d’identifier des régulateurs importants des voies de p53 et Rb lors de la sénescence induite
par STAT5 (f igure 3). Tout d’abord, il est possible de mettre à profit la dépendance des
voies de p53 et de Rb lors de la sénescence dans les cellules de souris. Dans ce système
cellulaire, la sénescence induite par STAT5 requiert la fonctionnalité des voies de p53 et de
Rb. Dans ce contexte, l’inactivation d’un élément responsable de l’activation de p53 ou de
Rb permettra donc le contournement de la sénescence et la formation de colonies en culture
sur pétris ou en absence d’ancrage en agar souple. Afin d’effectuer le criblage, une
population de MEF s sera infectée à l’aide d’une banque rétrovirale de shRNAs p658]. Cette
population hétérogène pourra par la suite être infectée à l’aide d’un rétrovirus exprimant
STAT5A1 *6 afin de causer le phénotype de sénescence. Les cellules exprimant un shRNA
inhibant le déclenchement par STAT5 de la voie de Rb ou de p53 contourneront la
sénescence et proliféreront afin de former des colonies. Ces colonies pourront être isolées
afin d’en isoler l’ADN génomique pour finalement amplifier par PCR le shRNA et le
séquencer.
La seconde méthode de criblage suit la même logique que le procédé utilisé avec les
MEF s tout en profitant du caractère plus stable de la sénescence causée par STAT5 dans les
fibroblastes humains IMR9O. Dans ce système, l’arrêt de croissance déclenché par STAT5
n’est pas contourné par l’inactivation indépendante de p53 ou de Rb, mais bien par
l’inhibition simultanée de ces voies de suppression tumorale. Il est donc possible de créer
des populations sensibilisées au contournement de la sénescence en bloquant préalablement
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Figure 3. Méthodologie expérimentale proposée afin d’identifier les régulateurs des
voies de p53 et de Rb impliqués lors de ta sénescence induite par STAT5 par criblage
d’une banque de shRNAs. A) Approche expérimentale afin d’effectuer le criblage chez
les cellules de souris MEF s. Les MEF s infectés avec la banque rétrovirale de shRNAs sont
ensuite infectés par STAT5A1 *6. L’ADN des colonies obtenues est isolé puis les shRNAs
sont séquencés. B) Criblage de la banque de shRNAs dans les cellules humaines. Des
fibroblastes diploïdes humains IMR9O exprimant la sous-unité catalytique de la télomérase
(hTERT) sont infectés avec une molécule inactivant la voie de p53 ou Rb. Par la suite, le
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les voies de p53 ou de Rb afin de cibler spécifiquement des régulateurs de la voie de p53 ou
de Rb requis lors de la sénescence induite par STAT5 (figure 3). L’utilisation de
fibroblastes IMR9O exprimant la sous-unité catalytique de la télomérase permet
d’augmenter la capacité de prolifération des colonies. L’utilisation de tels systèmes où la
voie de p53 ou de Rb est inactivée permet de sensibiliser les cellules au contournement de
la sénescence afin d’identifier des régulateurs spécifiques des voies de Rb ou p53
respectivement. Cette approche mènera à l’identification de nouvelles voies de suppression
tumorale et à la compréhension des voies utilisées lors de la sénescence induite par STAT5.
CONCLUSION GÉNÉRALE
Les résultats des études présentées dans cette thèse dévoilent le rôle important de
différents mécanismes de suppression tumorale impliqués lors de la sénescence induite par
les oncogènes. Tout d’abord, nous avons démontré l’important rôle joué par les membres
de la famille de Rb lors de la sénescence induite par PML. Nous avons par la suite montré
que l’activation constitutive de l’oncogène $TAT5 cause l’entrée prématurée en sénescence
en activant les voies de Rb et p53. Bien que ces voies soient partagées avec d’autres types
de sénescence dont celle induite par Ras, STAT5 les engage de façon différente en
diminuant les niveaux de CDK4 et en permettant un patron unique d’expression des gènes
régulés par p53. Finalement, nous avons montré que différents stress oncogéniques dont
E2F1, Ras et STAT5, engagent la voie de p53 en activant une réponse de dommage à
l’ADN. Les oncogènes déclenchent donc un réseau complexe de suppression tumorale
permettant de prévenir la transformation cellulaire.
Le cancer est encore considéré comme une maladie très complexe possédant
une forte capacité d’adaptation dont les traitements plutôt grossiers causent autant de tort au
patient qu’à la tumeur. Or, la compréhension des mécanismes moléculaires impliqués lors
de la suppression tumorale provoquée par la sénescence suggère de nouvelles cibles
thérapeutiques afin de combattre le cancer. Par ailleurs, puisque les cancers surviennent
suite au découplage des réseaux moléculaires reliant la prolifération et la suppression
tumorale, l’intervention humaine adroite afin de reconnecter ces réseaux annonce une
nouvelle ère de thérapies efficaces et spécifiques aux tumeurs.
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IANNEXES
Annexe I: Matériel et méthodes des figures et tableaux
présentés dans la discussion
Ce]lules et rétrovirus
Les fibroblastes diploïdes normaux humains IMR9O et les MEFs furent cultivés
dans du DMEM supplémenté de 10 % de sérum foetal bovin et de 1% de pénicilline
G/streptomycine. Les vecteurs rétroviraux utilisés sont pLPC, pBabeRasVl2,
pBabeSTAT5Al*6, pLPC SOCS-1 (fourni par Dr Sylvain Meloche), pBabeSOCS-1 et
pBabeSOCS-lAbox (fourni par Dr I. Touw). L’infection des fibroblastes, l’analyse de la
prolifération cellulaire, les essais SA-f3-gal et les immunofluorescences furent effectués tel
que décrit par ferbeyre et aÏ. [90].
Immunobuvardages
Afin de préparer les extraits cellulaires, les cellules furent trypsinisées, lavées avec
du PBS, lysées dans 100 iL de tampon de lyse (6OmM Tris-Hcl pH 6,8, 10% glycérol, 2%
SDS et 5% 3-mercaptoéthanol) puis bouillies pendant cinq minutes. Pour effectuer les
immunobuvardages, 20 tg de protéines furent séparées par SDS-PAGE puis transférées sur
des membranes Immobilon-P (Millipore). Les anticorps primaires utilisés furent : anti-Rb
(G3-245, 1:250, BD Pharmingen), antip16I 4a (F-12, 1:500, Santa Cruz), anti-CDK4 (C-
22, 1:250, $anta Cruz), anti-Mcm6 (fourni par Dr Heidebrecht, 1:10), anti-p53 (9282,
1:1000, Cell Signaling), anti-phospho-p53515 (16G8, 1:2000, Ceil Signaling), anti-p21 (C-
19, 1:750, Santa Cruz), anti-Myc (9Fb, 1:2500), anti-tubuline (B-5-l-2, 1:5000, Sigma),
anti-PML (PGM3, 1:200, Santa Cruz), antiphosphoATMSl98I (10H11 .E 12, 1:1000, CeIl
Signaling), anti-phospho-Chk2T68 (2661, 1:1000, Ceil Signaling), antiphosphoChk2S 9
(2666, 1:1000, Ceil Signaling) et anti-Chk2 (2662, 1:1000, Cell Signaling). Les signaux
IIfurent révélés après incubation avec des anticorps secondaires couplés à la peroxidase
(Amersham) en utilisant les substrats ECL (Amersham) ou Lumi-Light’ (Roche).
Analyse de l’ARN
Le buvardage de type Northern fut effectué à partir d’ARN total purifié par
Ultraspec (Biotecx Labs, Texas) six jours après la fin de la sélection de cellules IMR9O
infectées avec le vecteur contrôle, RasVl2 ou STAT5AÏ*6. 20 tg d’ARN total furent
séparés sur un gel d’agarose (1,2 ¾) contenant du formaldéhyde puis transférés sur une
membrane de nylon Hybond-N (Amersham) dans du tampon 20X SSC (3M NaCl, 0,3M
citrate de sodium pH 7,0 et 2 % SD$). L’hybridation avec une sonde complémentaire à
SOCS-1 marquée au par amorces aléatoires (Amersham) fut réalisée dans 7 % SDS,
0.25M de tampon phosphate pH 7,4, 1 % BSA et lmM EDTA. La membrane fut par la
suite lavée deux fois à 65°C avec du 2X SSC pendant dix minutes puis avec du 0,2X SSC
pendant 30 minutes.
Pour l’analyse du profil d’expression génique, les micropuces U133 couvrant le
génome humain (Affymetrix) furent utilisées afin de comparer les niveaux d’ARNm dans
les IMR9O infectés par pBabe ou pBabeSTAT5A1*6 huit jours après la sélection.
Pour l’analyse du profil d’expression des gènes régulés par p53, la micropuce Oligo
GEArray® human p53 signaling pathway microarray (SuperArray Bioscience) fut utilisée.
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